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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Expressionsplasmide, die eine dicistronische TranskriptionsVTranslationseinheit enthatten. 

Die Expression von Proteinen in eukaryontfschen Zellsystemen ist ein gangiges Vbrfahren in der Biotechnotogie 
geworden. Die mefetverwendoten Plasmidvektoren wurden f Or die eriziente Expression von Fremdprotelnen konstru- 
iert und enthatten unter anderen) folgende genetische Elemente: einen bakteriellen Hepltkatkmsursprung ('Origin of 
Replication', ori), einen eukaryontlschen Promoter f Or die Transkripttonsinitiationdes Fremdgens, eukaryontlsche mR- 
NA-Prozes8lenjngssignale, Polyllnker, welche multiple Restrlktions-Endonuclease-Schntttstellen fOr die Insertion der 
Fremd-DIMA beinhalten, und Selektions- und Amplirikatk3n8marfcer fur die Selektk>n und Identifikatton von Zelten. die 
die transfizierte DNA aufgenommen haben. 

Der Selektionsmarkervenmittelt derZielzelledie Fahigkeit, in einem gegebenen Medium zu Qberleben. Dies kann 
durch Supplementleren einer fehlenden Stoflwechselfunktion geschehen Oder durcli die Eigenschafl, trotz Prasenz 
eines toxischen Agens zu wachsen. 

Rezessive Resistenzgene konnen nur in solchen Wirtssystemen verwendet werden, welche hinsichtlich der un- 
tersuchten Selektionsakllvltat defizient slnd. Das Dihydrofolai-ReduWase-Gen (dhf r) ist der am meisten venwendete 
rezessive Selektlonsnoarker. Seine effiziente Venvendung ist auf dhfr-defiziente CIHO-Zellen beschrankt. Die Dihydro- 
folat-Reduktasa katalysiert die Reduktton von Folat zu Tetrahydrofolat (FM4). FH4 seinerseits wird fur die Btosynthese 
von Qlycin aus Serin, Thymidin-Monophosphat aus Deoxyuridin-Monophosphat und f Or die Purin-Biosynthese bendtlgt. 
Methotrexat (MIX), ein Folat-Anabgon, bindet und inhibiert die Dihydrofotat-Reduktase und bewlrkt damit den Zelttod 
der exponierten Zellen. 

Dominante Resistenzgene finden unabhdngig vom Qenolyp des WIrtssystems Anwendung und slnd somit In alien 
Zellen universeO venivendbar. Zu dieser Gruppe zahlen unter anderem das Adenosin-Deaminase-Gen (Kaufman et al. 
J. Biol. Chem. 261:9622. 1986). die Antibiotikareslstenzgene. wie zum Beispiel das Neomycin-Phosphotransferase- 
Gen (Southern und Berg, J. Md. Appi. Genet 1:327, 1982) und das Hygromycin B Phosphotransferase-Gen (hph; 
Bkxi^hingerand Diggelmann. MoL Cell. Biol. 4:2929, 1984). 

Obwohl hauptsachlich als rezessiver Selekltonsmarker in dhfr-deflzienten Zeilen eingesetzt, gibt es Moglichkeiten, 
das dhf r-Gen unter bestommten NAoraussetzungen auch in Zellen mit endogener dhtr-Aktivitat zu nutzen. Zum Beispiel 
vermogen transfizierte Zelien durch Verwendung eines starken Promotors fOr die Transkriptk)n des endogenen dhfr- 
Gens in moderaten Methotrexatkonzentratkxien zu wachsen. Die MTX-Konzentration mu8 in diesem Fall hoher sein 
als die MTX-Konzentration. die von dem endogenen dhf r-Gen kompenstert wenten kann. Bel dieser Methode muB 
man ailerdings viele falsch positive Zellkione in Kauf nehmen. 

Welters gibt es die Moglfchkeit. ein mutiertes dhfr-Gen als dominanten Sclektionsnrarker einzusetzen (Simonsen 
und Levinson, PNAS80: 2495; 1983. Mclvor und Simonsen. NAR 18. 7025 If.. 1990). Diesemutlertendhfr-Gene haben 
eine deutlich geringere Affinitat zu MIX und es ist daher mdgllch, hdhere MTX-Konzentratlonen einzusetzen, als nol- 
wendig slnd, um die endogene Dihydrofolat-Reduktase zu InaktMeren. 

EIne andere Mogltehkelt stellt die Cotransfektton des dhfr-Gens mit einem zusdtzltehen dominanten Selektkuis- 
marker - z,B. dem Neomycin Phosphotransferase-Gen fOr die Resistenz gegen Genetlcin (Southern, supra) -, das 
anschlieBende OberfQhren der Genetfcin-resistenten translizlerten Zellen in Metholrexat-halllges Medium dar (Kim 
and Wokl, Cell 42: 129, 1985). Nach einer Cotransfektton warden ailerdings oft falsch positive Ktone Identifiziert. die 
nur das dominante Selektk)n8markerplasmid aufgenommen haben. 

Durch erhohten Selektionsdruck kann man eine Amplifikation des Resistenzgens und der angrenzenden Gene 
beobachten. Das dhfr-Wiidtyp-Gen kann mit steigenden MTX-Konzentrationen fiber viele Runden steigenden Ampli- 
fikatwnsdnjckes lOOOfach und mehramplifiziert werden, wahrend amplif izierbare dominante Marker, wie das mutierte 
dhfr-Gen Oder das Adenosin Deaminase-Gen, nur begrenzt, zwei bis drei Schritte, amplif iziert werden konnen. Durch 
Hygromycin B-Konzentrationsstelgerung konnte bisher keine deutliche Amplifikation beobachtet werden (WIrth und 
Hauser, "Genetic Engineering of animal cells" in "Genetfc Engineering of Animals', Hrsg. Puhler, Verlag Chemie Wein- 
heim, (1993), 1-82; Kaufman, Methods in Enzymology. Bd. 185, (1990), 537-566). 

Das System dhf r-Selektfon/MTX-Amplifikatton stellt daher den am haufigsten verwendeten Ansatz zur Etabllerung 
hoch-exprimierender Zeilinien unter Anwendung der Coexpresslon heterolbger Gene dar. 

Auf Grund seiner rezessiven Wirkungsweise wird seine Vbnivendung jedoch weHgehend auf dhf r-defizlente CHO- 
ZeDen beschrSnkt. 

Erste Ansdtze zur Coexpresslon und Coampliflkatton von dhfr und einem Fremdgen wurden durch Cotransf ektion 
von zwei Plasmkien gemacht Die Plasmide werden dabei in dhfr-defizlente Zellen transfiziert. EIne Cotransfektton 
bringt ailerdings den Nachteil mit sich. daB ein Tell der transflzlerten Zellen durch die Selektion nur das dhf r-enthaltende 
Plasmki und nicht auch das zwelte Plasmid aufhimmt. 

EIne Verbesserung der Coexpresslon errercht man, wenn das Markergen und das Fremdgen auf einem Plasmid 
angeordnet werden. Mit dieser Methode wurden unter anderem humanes Interferon p (McCormfck et al., Mol. Cell Btol. 
4:166, 1984), humanes Interferon Y(Haynes und Weissman. Nucl. Ackis Res. 11:687, 1983;) und humanes Interieukin 
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2 (Onomichi, J. Biochem. 102:123, 1987) exprimiert. Die Autoren verwendeten Plasmide. in denen das dhfr-Gen und 
das Strukturgen Jeweils einen eigenen Promotor haben. Als Expresslonszeilinie verwenden die Autoren eine dhfr- 
defiziente Hamsterzellinie CHO. 

Die Abkopplung von der dhf r-defizienten Zellinie CHO zur Amplifilcatron und Expression von Premdprotetnen durch 
5 Venvendung mutierter dhfr-Gene wurde von SImonsen et al. und Mclvor et al. (supra) versucht. Da aber die mutierten 
dhfr-Gene schon von vomlierefri wesentTicli hohere MTX-Konzentrationen tolerieren. lassen sie sich nicht mehr Ober 
so viele Schritte amplifizieren. verglichen mit dem MTX-sensitiven Wildtyp dhfr-Gen. 

Ein anderer Weg. um das Speklrum der moglichen Expressionszelllinien zu erwertem, wurde von Walls et al. 
eingeschlagen (Gene 81:139; 1989). Hier wurden Plasmide verwendet, In denen au8er dem rezessiven Ampllfikatl- 
10 onsmarker dhfr auch der dominante Selektionsmarker Hygromycin B Phosphotransferase vorhanden 1st. Die beiden 
Markergene und das Fremdgen, Protein C, bilden jeweils eine eigene Transkriptionseinheit, wobel jedes dieser Gene 
unter der KontroNe eines separaten Promotors steht. In diesem multlcistronischen Expressionssystem wird nur ein 
einziger Kton erhalten. der nach Hygronnycin B (Hy B)-Selektion und anschliessender dhf r-Amplifikation auch vermehrt 
rekombinantes Protein C exprimiert. Andere Klone sind zwar auf Hy B seleklierbar, nIcht aber dhf r-amplifizierbar. 
IS Da alle Systeme. die das Wildtyp dhfr-Gen verwenden. in der Regel auf dhfr-defiziente Zellen beschrankt sind. 

haben Wernicke und Will (Anal. Biochem. 203:146, 1 992) eine Cotransfektion von drei Plasmklen, die jeweils das dhfr- 
Gen, einen domtnanten Marker und das Fremdproteingen enthalten, vorgeschlagen. Sie stellen allerdings fest, daB 
das Fremdgen (humaner Plasminogen-Aktivator) durch Einsatz von zwei Markem nicht vermehrt exprimiert wird. 

Eine wertere VSsrbessenjng des Expressionssystems wird durch eine noch n§here Kopplung der bekien Gene, 
^ dhfr und Fremdgen. versucht. Die bekJen Gene werden in ein Plasmid unter der KontroDe von nur einem Promotor 
gestellt. wobei auf der gebildeten mRNA das Fremdgen gefolgt von dem Markergen als dtolstronische RNA zu finden 
sind. 

GemaB der EP-B1 0 247 145 werden Vektoren beschrieben, in denen entweder ein Markergen und ein Gen fur 
ein beiiebiges FrenKlprotein oder mindestens zwei Markergene und ein Gen f Or ein Fremdprotein in eine dicistronische 

^ mRNA transkribiert werden. Vergleicht man die Translatlonseffizienz zweier offener Leserahmen (ORF) in diclstroni- 
schen RNAs in solchen Konstrukten, so steitt man fest, da8 die Translationsinitiatkjn des stromabwarts gelegenen 
ORFs um das ca lOOfache ineffizienter verlaufl als am stromauf warts lokalisierten AUG des ersten ORFs (Kaufman 
et al., EMBO J. 6:187, 1987; Kozak, Mol. Cell. Biol. 7:3438, 1987). Der stromaufwarts liegende ORF bzw. der fOr die 
Zelle nrcht essentielle ORF (Fremdgen) kann hierbei schnell durch Deletion und DI^-Rearrange-ments vertoren ge- 

30 hen. In den Beisplelan der EP-B1 0 247 145 wird auch nur die theoretische Expression eines Fremdgens in CHO- 
Zeilen beschrieben, allerdings fehlen die Expresstonsdaten. Durch die Klonierung von einem dominanten Markergen 
zusatzllch zum dhfr-Gen wurde versucht, das Spektrum der moglichen ExpresstonszeDlnlen Ober die dhfr-defizlenten 
CHO-Zellen hinaus zu enweitern. Die Chance, einen Kkxi. der alle drei Gene beinhdit, zu erhalten. 1st allerdings auf 
Gnjnd der oben diskutierlen Deletk)n8- und DNA-Rearrangementsphanomene auOerst gerlng. 

3S Um die Kopplung des Markergene mit dem Fremdprotein beizubehalten, aber andererseits Rearrangements und 
Delettonen zu reduzieren. wurde versucht, zwischen die dtcistrontschen Leserahmen Sequenzelemente. an denen 
Ribosomen intern zu binden vemnogen, einzubringen. Diese Sequenzelemente werden "Internal Ribosome Entry Sites' 
(IRES) genannt, und wurden erstmats inderFamllieder Picomaviren gefunden. Die5'-untranslati6rten Regionen (UTR) 
von Poitovtrus (Pelletier and Sonenberg, Nature 334:320. 1988) und Encephalomyocarditis (EMC) Virus (Jang et al., 

40 J. Virol. 63:1651; 1989;) sind in der l^ge. in Zellen die Interne Bindung der Riboson^en und damit verbunden die 
Transbtionsinitiation an mRNAs zu vermltteln. Durch Insertron dieser Sequenz zwischen die beiden offenen Leserah- 
men (Fremdprotein und Selektionsmarker) en^eteht man eine gekoppelte, und dadurch etfizientere Translation auch 
des stromabwarts liegenden Leserahmens in der dicistronischen Einheit (Jang, supra) und vermeidct so Rearrange- 
ments und Delettonen (Kaufman, Nucl. AcWs Res. 19:4485; 1991). In tricistronischen Konstruktfonen. in denen dem 

^ dritten CIstron die IRES-Sequenz vorgeschaltet ist, wird zumindest der zweite ORF deletiert. 1st hlngegen dem zwerten 
Cistron die IRES vorgeschaltet. so wird der dritte ORF nur maftig bis gar nicht translatiert Er unteriiegt den Gesetzen. 
wie sie f Or dk:istronische Konstmktlonen ohne IRES getten (Jang, supra). 

GemaB der DE-A 42 28 458 wird dieses System benutzt, um eine mult»istronische Expressionseinheit zu kon- 
struieren, welche die aquimolare Expression der in den jeweiligen Cistrons posit»nlerten Gene erlaubL Stromabwarts 

so der IRES Sequenz Ist eine NuMeotkteequenz T eingefOgt, die die geforderte Squbnolare Expr«sston der Fremdgene 
bewirken soil. Diese Expressionselnheiten sind Insbesonderezur Herstellung von rekombinanten Protetnen geeignet. 
die aus zwei Oder mehreren Proteinuntereinheiten bestehen. Als Beispiel fur sobhe rekombinanten Proteine wird das 
Gen fOr den "Platelet Derived Growth Factor", der aus einer A- und B-Kette besteht, mit diesem System exprimiert 
Die Venwendung eines Fusionsprotelns aus zwei dominanten Selektbnsmarkem wird in der WO 92/08796 bo- 
ss schrieben. Hierbei wird ein positiv sslektierbares Gen (Hygromycin B-Phosphotransforase, hph) und ein negativ se- 
leklierbares Gen (ThymkJinkinase des Herpes Simplex Viruses, HSV-1 TK) so fusion iert. daS dem entstehendcn Fu- 
sionsproteln der C-Terminus des Hygromycin B-Protetns und der N-Termlnus des HSV-1 TK-Proteins fehlt. Es wird 
gezeigt. da8 das Fusionsprotein bifunktionefl aktiv ist und eine dieses Gen exprimierende Wirtszelle einen dominant 
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positiv selektlerbaren und negativ selektierbaren Phenotyp bekommt. 

EIn ebenfalls bifunklionelles Fusionsprolein konstruierten Schwartz et al. (PNAS 88:10416, 1991). Die Autoren 
fustonierten das HSV-1 TK-Gen mit dem bakteriellen Neomycin-Phosphotransferase (neo}-6en in der Art. daO das 
am C-Terminus modirizierte HSV-1 TK-Gen an das Startkodon des neo-Gens im Leserahmen llgiert wurde. 
s Alia bisher beschriebenen Strateglen zur Optimierung der Expressk>n wurden etarbeitet, um Fremdproteine in 

groOem MaBstab herzustelten. Zum Belspiel braucht man zur Herstellung von rekombinanten Impfstoffen eine groBe 
Mange geretnigter Proteine. FQr die Behandlung von Patienten mit Defekten in der Blutgertnnung ist die Vbrf Ogbarkeit 
von groBen Kontingenten an Plasmaprotelnen von immenser Bedeutung. 

Prothrombin konnte von Jorgensen et al, (J. Biol Chem. 262: 6729, 1987) in CHO-Zellen ohne Ampilfikation in 
10 einer Konzentratlon von 100 ng Prolhrombin/1 0^ Zellen in 24 h exprimiert werden. Nach Amplifil^ation uber dhfr waren 
die Ausbeuten bei 8-11 mU Prothrombln/1 06-ZeIlen in 24 h. Durch Expression von Prothrombin mit dem Nfecclnia Virus 
System konnte eIne Expressk>n von 18-23 mU/1 O^-Zellen und Tag erreicht werden (Falkner et al.. Throm. and Haem. 
68:119, 1992). 

Die cDNA lOr den humanen Faktor VIII kodiert fur 2332 Aminosauren. Im Plasma liegt allerdings nur ein Bruchteil 
IS von Faktor VIII als einkettiges Protein vor. Die vorherrschende Faktor VHI-Spezies ist ein ZweikettenmolekOI, bestehend 
aus einer lefchten und einer unterschiedlich langen schweren Kette. Erste Vbrsuche, rekombinanten Faktor VIII zu 
exprimieren. stellten sich als schwierig heraus, da die Prazessiemng eines so kompliziert aufgebauten Proteins in 
Wirtszelien sehr ineffizient durchgefuhrt wird. Kaufman et al. (J. Bbl. Chem. 283:6352. 1988) konnten in hoch-ampli- 
fizierten CHOZellen (20|iM bzw. ImM MTX) maximal 1U FVIIIc/10®-Zellen in 24 Stunden exprimieren. Dieser W^rt 
so kam nach 10000-facher Expresskmsstelgerung zustande. Anfangs lag die FVIIIc-Expressbn nur am Rande der Nach- 
weisgrenze. 

Mehrere Ansatze habendann gezeigt, daB ein rekombinantes Faktor VI II -Protein, dem ein groBer Teil der schweren 
Kette fehit, ebenfalls koagulatlve Eigenschaften besitzt, die vom nativen Molekul nicht zu unterschekJen sind (Eaton 
et al.. Biochemistry 25:8343. 1986; Mertens et al., Brit. J. Haematol. 85:133, 1993). Auch In vivo wird dam Faktor VIII 

25 durch Prozessierung die B-Domane abgespalten. Mehrere Autorengruppen konnten sogar zeigen, daB die Expression 
von B-Domanen-deletiertem Faktor Vlli wesentlich besser funktfoniert als die Expresston der kompletten Faktor VIII 
cDNA (Toole el al. PNAS 83:5939; 1 986; Pittman et al., Blood 81 :2925. 1 993). Diese Literalurstellen geben 10-20fach 
hohere Expression von deletiertem FVIII gegenuber FVIIIc an. Diese Expresstonswerte konnten jedoch erst nach Am- 
plifikation auf I^M bzw. 5^M MTX und vWF-Coexpresskxi en^ercht werden. 

so GemaB der US-A 5 1 71 844 konnte die Faktor Vlll-Deletfonsmutante FVIIIdB928 in OOS-Zellen transient in einer 
Konzentratlon von 16 mU/ml in 48 h Kultur exprimiert werden. 

GemaB der EP-A 0 351 586 wird ein Expresslonsplasmid mit einem Faktor VIII, dem die Aminosauren 740 bis 
1649 fehlen, unter der Kontrolle des Huhner p-Actln-Promotors beschrieben. Wird dieses Plasmtd mit eInem zweiten, 
dhfr-exprimierenden Pbsmid in CHO-Zellen kotransflzlert undanschHeBendmit lOnM MTXampfifizlert, kann man die 

3S Expression von FVIII:C von ca. 350 mU/10« Zellen pro Tag auf 1 300 mmcfi Zeflen pro Tag erhohen. Im Vbrglelch zu 
dieser Kotransfektton zeigt die Transfektkan mit eInem Ptasmxl, In dem 8k:h sowohl das dhfr-Gen unter Kontrolle des 
SV40-Promotors ais auch die cDNA des deletierten Faklors VIII unter der Kontrolle des HOhner p-Actin-Promotors 
bcfinden, eine welt geringere Initialexpression des Faklors VIII. wie das nfcht amplifizlerte monocistronische Plasmld. 
Der humane Faktor IX wurde in dhtr-defizienten CHO-Zellen mit einem Plasmld exprimiert, welches die Faktor IX- 

40 cDNA und das dhfr-Qen unter der Kontrolle des Adenovirus major late-PronDotors exprimiert (Kaufman et al., J. Biol. 
Chem. 261 :9622, 1 986). Doch selbst bei Amplifikation mit 20 nM mx wurden bei bis zu 1 88,0 jig/mi erhaltenem Faktor 
IX nur 0,2 bis 4,4% funktioneller Faktor IX produziert. Das von Balland et al. beschriebono CHO-Expresstonssystem 
erreicht bei etwa 2jig Faktor IX/ml und 24 Stunden nur etwa 30% funktlonellen Faktor IX (Eur. J. Biochem. 172: 565. 
1988). In der WO 86/06408 wird auBerdem beschrieben, daB von nfcht amplifizierten CHO-Zellen nur 15ng Faktor 

45 ix/ml und 24 Stunden produziert werden. 

Protein C wird von Grinell etal. (Adv. Appl. Biotechnol. Series 11:29, 1990) in initialseleklierten, nicht amplifizierten 
Zellktonen in einer maximalen Menge voni ,15 ^g/10®-ZeI!en und Tag exprimiert. GemaB der US 4 775 624 werelen 
1 .8 [ig/ml Protein C in CHO DUKX B11 -Zellen exprimiert Auch in der EP-B1 0 266 190 wird eine Protein C-Expresston 
von 1 -2 |xg/1 0^-Zelien in BHK und 293 Zellen dokumentierL 

so Die vortiegende Erfindung stellt sich daher die Auf gabe, ein System zur Vdrf ugung zu stellen, das eine Expression 
eines Fremdproteins in hoher Ausbeute und Reinheit ermoglicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemdB geldst durch ein Expresslonsplasmid. das eine dtelstronische Transkriptbns- 
/Translatkmseinheit enthalt, welche eine Sequenz fur ein Fremdprotein und eine Sequenz fOr ein Fusionsprotein um- 
faBt. wobei das Fusionsprotein aus mindestens einem Amplifikationsmarkerprotein und mindestens einem Selektions- 

ss markerprotein besteht. Die erfindungsgemaBen Expressionsplasmkie enrioglichen bei der Expression von Fremdpro- 
teinen in dafOr geeigneten eukaryontischen Zellen cinerselts ein sehr hohes Vertialtnis von Fremdprotein exprimie- 
render Klonen zu den Gesamtklonen und andererseits eine Oberraschend hohe lnltialexpressk)n der Fremdproteine. 
Eine bevorzugte AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Plasmids umfaBt zusatzlich eine interne Ribosomen- 
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bindungsstelle, welche eine zuveriassigere Translation der gasamten m-RNA gewahrf eistet. 

Eine besonders bevorzugte interne Ribosomenbindungsstelle ist die 5'-nichHranslatierte Region des Encephato- 
nnyocarditls-Virus (BCm 5'UTR). Diese enmdglicht eine besonders gute Bindung der Rax>somen im Internen Bereich 
der mRNA. wodurch die Translation eines weiter stromabwarts liegenden off enen Leserahmens positiv beeinfluOt wird. 
s GemSB einer bevorzugten AusfQhrungsform der erftndungsgemaBen Plasmlde liegt die l«)dierende Sequenz f Or 
das Fremdprotein 5' und die Icodlerende Sequenz fur das Fusfonsprotein 3* von der internen Ribosotnenbindungsstelle. 
Diese Anordnung enmdglicht eine maximale Ausbeute an Fremdprotein, da das Gen f Or das Frerndprotein unmittelbar 
nach dem Promotor fiegt und damit optimal translcribiert wfrd. 

Das Fremdgen und die Sequenz fur das Fusionsprotein sind vorzugsweise in eine dicistronische mRNA transkri- 
10 bierbar. wetl dadurch die TranslviptionA'ranstation in einfachster Welse ablaufen kann. 

Die erfindungsgemaBen Expressionsplasmlde warden bevorzugt von einem einzigen, moglichst starken Promotor 
kontrolliert, beispielsweise durch den CMV-, den SV40-, den humanen p-Actin- Oder vergleichbare Promotoren. 

Zusatzlich konnen die erflndungsgem§Ben Plasmide ein Intron, vorzugsweise das Intron des SV 40 t-Antigens. 
das 16s/19s-intron oder das erste Intron des humanen p-Actin-Gens. und/oder ein Polyadenylierungssignal, vorzugs- 
IS weise das der frOhen oder spaten Transkriptionseinheit des SV 40-Viru8, enthalten. Auch diese Bestandteile ermog- 
lichen optimlerte Expressionsraten des Fremdprotelns. 

GemSB einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Plasmids besteht die Sequenz fQr das Fu- 
sionsprotein aus zwet Teilsequenzen. namlich einem hochamplifizierbaren Ampilfikattonsnr^rkeFgen. vorzugsweise 
dem Olhydrofolat Reduktase-Gen, und einem Selektionsmarkergen. vorzugsweise dem Hygromycin B-Phosphotrans- 
^ ferase-Gen. 

Das Dihydrofolat Reduklase-Gen/Hygromycln B-Phospholiansferase-G en-System hat den besonderen \forteil, 
daB dieses Fustonsprotein durch die enge Kopplung der hph- und dhf r-Domanen als dominanter Marker auch in Zellen 
mit endogenem dhfr-Gen amplifiziert werden kann. Dies wird tnsbesondere auch durch die Eigenschaft eines hph- 
Amplifikationspotentials ermoglicht, sodaB man von einem doppelt dominanten selektierbaren und doppelt amplifizier- 

2S baren Markerprotein sprechen kann. So kann man zunachst eine genOgend hohe hph-Amplifikatton durchfuhren, die 
bei anschlieBendem Umschalten auf I^TX gswahrleistet, daB diedann gewahlte MTX-Konzentralion nwht mehr vom 
endogenen DHFR kompensiert werden kann. 

Vorzugsweise ist das Selektbns-/Amplifikatk)n5marker-Fusionsprotein bifunklionell und die fur das Fustonsprotein 
kodierende Sequenz so konstruiert. daB der 5'-kodierenden Teilsequenz das Stopkodon und der S'-kodierenden Teil- 

30 sequenz gegebenenfalis das Startkodon fehl Dadurch kann das Fusionsprotein in einfacher und effizienter W^ise 
translatiert werden. 

Bei einer anderen AusfOhrungsart des ExpressionsplasmMs sind die kodierenden Sequenzen der beklen Prote- 
inanteile der Sequenz fQr das Fuskxisprotein durch einen Spacer getrennt, insbesondere durch einen 15 Nukleotide 
langen Spacer. Vorzugsweise kodlert die Spacersequenz fQr 5 Glychreste (GGA GGC GGG GGT GGA (SEQ.ID.I^. 
3S 2)) Oder fQr 5 ProHnreste und die Sequenz CCA CCC CCG CCT CCA (SEQ.ID.NO. 1). 

Das Vorhandensein des Spacerproteins f didert die FunktionaiitSl des Fusk3nsprotein. Die Aktivitat der Markerpro- 
telne im Fustonsprotein gegenOber den distinkten Markerproteinen ist nicht verringert. 

Die Aminosfiuresequenzen von bevorzugten Fusionsproternen sind als SEQ.ID.N0.3 (Fustonsprotein DHFR/HPH 
ohne Spacer). SEQ.ID.N0.4 (Fusksnsproteln DHFR/HPH mrt Glydn-Spacer) und SEQ.ID.N0.5 (Fustonsprotein 
40 DHFR/HPH mit Prolin-Spacer) im Sequenzprotokoll aufgeiistet. 

Beispieie fur bevorzugte Plasmide sind die Expressionsptasmkie pCMV/EDH^. pCM V/EDHGly und pCMV/ED- 
HPro gemaS Fig. 4- A 

Die erfindungsgemaBen ExpresstonspiasmkJe eignen stoh in besorKJerer Weise fQr die Expression von humanen 
Plasmaproteinen oder viralen Proleinen, bzw. deren Derivate oder Fragmente. 
45 Bevorzugte Proteins, die mit den erfindungsgemaBen Plasmiden exprimlert werden konnen, sind humanes Pro- 

thrombin, humaner Faktor VIII, insbesondere die Detettonsmutante FaktorVllldB928 des Faktor VIII. wetohe die groSte 
Deletton In der B-Domanen aufweist, die noch die Expresskan eines aktiven Faktor Vlli zulSBt, humaner Faktor IX 
humanes Protein C. humanes Senimalbumin (HSA) und humaner von Willebrand-Faktor. 

Bevorzugte Expresskmsplasmlde sind 

so 

- pCMVFIi/EDH-Sp. pCMVFII/EDHGiy und pCMVRI/EDHPro (zur Expresston von Prothrombin). 

- pCMVFVnic/EDH-Sp, pCMVFVIIIc/EDHQIy und pCIWVFVIIIc/EDHPro (zur Expression von Faktor VHI), 

- pCMVFVIIIdB92a/EDH-Sp. pCMVFVIIIdB928/EDHGIy, pCMVFVIIIdB9^/EDHPro (zur Expression von 
FVIIIdB928), 

ss - pCMV-FIX-EDH-Sp. pCI\^V-FIX-EDHGIy und pCMV-FIX-EDHPro (zur Expresston von Faktor IX). 

- pCMV-PCwt-EDH-Sp, pCMV-PCwt-EDHPro. pCMV-PCwt-EDHGry. pCMV-PCpt. muL-EDH-Sp. pCMV-PCpt.mut.- 
EDHPro und pCI^V-PCpt. mut-EDHGly (zur Expression von Protein C), 

- pAcl-vWF-EDH-Sp. pAct-vWF-EDHPro und pAct-vWF-EDHGly (zur Expresston von von WillebrancH=aktor. 
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Al8 beeonders vorteilhaft haben sich Expressionsptasmide gezeigt, welche Expressionskassetten umfassen, die 
die DMA Sequenzen SEQ.ID.NO. 6. SEQ.ID.NO. 7 Oder SEQ.ID.NO. 8 enthalten. und eine hervorragende Expression 
insbesondere des Fremdprotelns in der transfizlerlen Zelle erntoglichen. 

Gema3 einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Fusionsprotein, welches aus einem hocham- 
s plifizierbaren Amplifllcationsmarker und einem Selelaionsmarlcer besteht. 

Dieses Fusionsprotein ist bevorzugt dadurch gelcennzeichnet, daB dem 5'4codierenden Gen fQr den Ampllfiioti- 
onsmarlcer das Stoplcodon und dem 3'-lcodlerenden Gen f Or den Setelctionsmarlcer das Startlcodon fehlt. 

Bei einem weiteren bevorzugten Fusionsprotein sind der Amplifilcationsmarlcer und der Selektionsmarlcer durcli 
ein Spacerprotein getrennt, das vorzugsweise aus mindestens 5 Gtycinresten oder aus mindestens 5 Proiinresten 
10 bestelit. 

Beispiele fOr soictie bevorzugten Fusionsprotetne weisen die Aminosduresequenz SEQ.lD.hK). 3, SEaiD.NO. 4 
Oder SEQ.ID.no. 5 aul. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung belrrfft transfizlerte eukaryontisclie Zeflinien, vorzugsweise ausgewahit aus den 
Zellinlen CHO, 293 oder iiumane Leberzellinlen, wie SK-HEP-1 oder Cliang Liver, die mit einem erfindungsgema^en 
w Expresstonsplasmid transfiziert sind und ein Fremdprotein exprimieren. 

Gema3 einem anderen Aspekt der Erfindung seut man die Zeliinte SK-Hep-1 als Expressionsvehikel, insbeson- 
dere fur humane Plasmaproteine, wie Prothrombin, Faktor Vlli (bzw Faktor Vlll-Derivate, wie die IWulante Faktor VIII 
dB928), Faktor IX, Protein C oder von Willebrand Faktor. ein. 
) Vbrzugsweise exprimiert die IransTizierte eukaryontische Zelllinie humanes Prothrombin, humanen Faktor VIII, die 

20 Deletionsmutante dB928 des humanen Faktor VIll, den humanen Faktor IK das humane Protein C, humanes Serum- 
albumin (HSA) odor den humanen von Willebrand Faktor, bzw. deren Derivate oder Fragmente. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von Frenndproteinen. welches dadurch gekennzeichnet 
ist, da6 eine eukaryontische Zellinie mit einem erfindungsgemaSen Expressionsplasmid transfiziert wird, die erhalte- 
nen Klone durch einen Selektionsprozed unter der Kontrotle des Selektionsmarkers isollert und dabei vorzugsweise 
^ glenhzeitig amplifiziert werden, anschlieQend unter der Kontrolle eines Amplifikationsmarkers weitere Amplifikationen 
erfolgen, wobei das Fremdprotein exprimiert und geemtet wird. 

Bei einer bevorzugten Verfahrensvariante erfolgl der SelektionsprozeB unter Verwendung von Hygromycin B und 
die weitere Ampllfikation unter Venvendung von Methotrexat. 

Dabei hat es sich gezeigt, daB einerselts die Kombination der Amplifizlerbarkert und der dominanten Selektierbar- 
so keit des dhfr-Gens sowie die enge Verbindung des Amplifikatfons-Selektionsmarkerproteingens mit dem Fremdgen in 
einer diclstronischen Transkrlptions/Translationseinheit fur die Ausbeute an Fremdprotein von groSer Bedeutung ist. 

Belm Optimieren des Expressionsprotokolls unter Verwendung der erfindungsgen^Ben Expressionsplasmkle kam 
es zu dem uben^schenden Ergebnis, daS auch das Hygromycin B-Phosphotransferase-Gen amplifizierbar ist. Dies 
widerspricht der allgemeinen Auffassung. Durch langsame Steigerung der Hy B-Konzentratton konnte unter anderem 
35 auch eine Koampirikatran des dhfr-Gens erreteht werden, die eine Unfistellung auf eine MTX-Konzentratk)n eriaubte. 
die fOr das endogene DHFR bereits loxisch ist. Dann erst wurde mil mx die eigenttiche Ampllfikation Ober mehrere 
Schritte durchgefOhrt. 

Diese bevorzugte Kombinatk3n des rezessiven Amplifikatksnsmarkers dhf r mit dem dominanten Selekttonsmarker 
hph als Fusbnsprotein eriaubt die Ampliflkatkm der FrenrKlgene bzw. Expression der Fremdproteine in jeder beiiebigen 
, 40 Zellinie. Bevorzugt werden die Zellinlen, die die Prozessienjng und ModifikatkMi der Proteine voltetandig durchfOhren. 

Als besonders bevorzugte Zellinten im erfindungsgemSBen Verfahren haben steh CHO, 293 oder humane Leber- 
zellinlen, wie SK-HEP-1n und Chang Liver (ATCC CCL 13) enwiesen. 

In den Beisplelen werden sowoht die dhfr-defiziente Zellinie CHO DUKX-B1 1 (Chasin und Uriaub. PNAS 77:4216, 
1 980), als auch Zelllinien mit endogenem dhf r-Gen. 293 (ATCC CRL 1 573) und SK-HEP-1 (ATCC HTB 52) verwendet 
^ ErfindungsgemaB eignen sich Leberzellinien am besten fOr die Expression des humanen Faktors VIII. Bei Nfer- 

wendung dieser Zelllinien wurde Oberraschendenweise feslgesteltt. daB nicht nur 95% der Faktor VIII transfomiierten 
Zellen auch Faktor VIII exprimieren, sondem dafl auch initial schon eine groBe Menge an Faktor VIM exprimiert wird, 
Nicht zuletzt zeigen diese Leberzelllinien eine optimale post-translationale Modifikation des rekombinanten Faktois 
Vlli. 

so Insbesondere zeigte sich von alien Leberzellinien die Zellhie SK-HEP-1 als besonders gut geeignet 

ErfindungsgemaB werden bevorzugt rekomblnante Biutgerlnnungsfaktoren, insbesondere rekombinanles huma- 
nes Prothrombin, rekombinanter humaner Faktor VIII, rekomblnanter humaner FVllldB928, rekombinanter humaner 
Faktor IX, rekombinantes humanes Protein 0, humanes Semmalbumin (HSA) oder rekombinanter humaner von Wil- 
lebrand Faktor, hergestellt. 

ss SchlieBlteh betrifft die Erfindung auch FrenrKjprotein-Praparatkjnen, welche durch das erfindungsgem^Be Verfah- 
ren erhaWlch sind und sfch durch eInen besonders hohen Anteil an aklivem Protein und hoher Reinheit auszelchnen. 
insbesondere auch bei Protelnen, die post-translationelle Modifikatkjnsprozesse durchlaufen mussen, um In Ihre aktive 
Form gebracht zu werden. 
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Daher betrifft die vorliegende Erfindung insbesondere Praparatlonen von viralen Proteinen oder von humanen 
Plasmaproleinen, vorzugsweise von aktrvem hunnanen Prothrombin, von aktlvem humanen FaWor VIII. von aktivem 
humanen, deletiertem FVHIdB928. von aktlvem humanen Faklor IX von aktlvem humanen Protein C, von HSA und 
von aktivem humanen von Willebrand-Faktor. 

Die Erfindung betrifft weiters phanmazeutische Zusammensetzungen. welche eine dieser erfindungsgemaBen Pra- 
paratlonen. insbesondere Plasmaproteinprdparatlonen. umfaBt. DIese phannazeutlschen Zusammensetzungen wer- 
den durch Qbliche \ferfahren aus den erfindungsgemaBen Praparatlonen ertialten und zeichnen sich durch eine be- 
sonders gute Wirksamkell bzw. Vertraglichkelt aus. webhe durch das efflziente Herstellungsverfahren der Praparatto- 
nen bedingt sind. 

Durch die erfindungsgemdSe Anordnung und Art der funktionellen Segmente (Fremdgen, Marker! uslonsprotein- 
gen) im Plasmkl werderi einerselts Delettonen und DNA-Rearrangements verhindert, andererseits aber die Funktio- 
nalltat bolder Markerelemente undauch dIemengenmaBig uberraschend hohe Expressranderdiversen Fremdproteine 
in funktloneller Form gewahrleistet. Bei alien untersuchten Fremdproteinen zeigte sich bereits eine sehr hohe Initial- 
expression. Zum Beispiel wird Prothrombin, wie oben enrahnt, in CHO ohne Amplifikation in einer Menge von 100 
ng^lO^ Zellen in 24h exprimiert (Jorgensen et al,. supra). Im nachfolgenden Beispiel 1 wild gezeigt werden, daB mit 
dem erfindungsgemaBen ExpressionsplasmkJ Prothrombin in CHO-Zellen ohne Amplifikation bereits in einer Menge 
von 12 bis 15 mU/IO^ Zellen in 24h (dies entsprteht 1,2 bis 1,5 ^g), und in 293-Zellen sogar 50 bis 55 mU/106 Zellen 
in 24h (entspricht 5 bis 5,5 ^g) produziert werden konnte. Ebenso kdnnen die Expressk)nswerte, die in der Literatur 
fur andere Plasmaproleine erst nach umfangreicher Amplifikation en-eicht werden» mit dem erfindungsgemaBen Ex- 
pressionspiasmid schon im Stadium der initialexpression drastlsch Qberschrltten werden. Besonders wird darauf hin- 
gewlesen, daB die hier angegebenen Expressionsdaten nicht die Menge an exprimteitem. antlgenem Protein aufzei- 
gen, sondem daB es sich um Protebvnengen handett, die tn Aktlvitdtstests ermittelt worden sind. 

Die Erfindung wird anhand der Zek:hnung sowie der nachstehenden Beispiele, auf die sie jedoch nteht einge- 
schr&nki sein soil, ndher eridutert tn der Zefchnung zeigen: 

Fig. 1 die Anordnung des EDH-Selektk)ns-/Amp{ifikatk)nsmarkers Im Kontext mit Promotor und Fremdgen. wobel 
der Pfeil die Rbhtung der Transkriptfon anzeigt; 

Fig, 2 die Konstnjklion der ED-Kassette und Subktonlerung in pCFTTM. 
30 

Fig. 3 die Stnjktur der Ptasmide pCMVNco/MCS (A) und pCMV/Hy (B); 

Fig. 4 die Struklur der Plasmlde pCMV/EDH^p (A) und pCMVFII/EDH-Sp (B); 

35 Fig. 5A-C die Aminosauresequenz der Fusionsproteine: DHFFVHPH ohne Spacer (A; SEaiD.NO. 3), DHFR/HPH 
mit Qtycin-Spacer (B, SEQ.ID.NO. 4) und DHFFVHPH mit Prolin-Spacer (C. SEQ.ID.NO. 5). wobei die Sequenz 
Im Ein-Buchstabencode angegeben ist; 

Fig. 6 die Southern Btot-Analyse von genomlscher DMA der CHOZellklone #837 (transfizlert mH pCMVFII/EDH- 
40 Sp, DHFR Initialselektion) und #4399 (Subkton von #837. amplifiziert auf 40nM MTX); 

Fig. 7 die Westem Bbt-Analyse von 293 bzw. CHOZellklonen. die mit dem Plasmid pCMVFil/EDHPro bzw. pCMV- 
FII/EDH-Sp. transfizlert wurden; 

4S Fig. 8 die SUuktur der Plasmlde pCMVFVtllc/EDHPro (A) und pCMVFVIIIdB928/EDHPro (B); 

Fig. 9 die Southern Blot-Analyse von genomlscher DN A der SK-HEP-1 ZeKkbne #1 963 (40Q^g HyB/mt) und #3310 
(ISOOjig HyB/ml), wobei der Kton #3310 von #1963 abslammte; 

so Fig. 1 0 die Westem Btot-Analyse von FVIIIdB928-exprimlerenden 293-und SK-HEP-1 -Zellen; 

Rg. 11 dieStnjkturdes Plasmtdes pActvWF/EDHPro; 

Fig. 12 die Konstruklbn von pCMV-FIX-EDHPro; 

ss 

Fig. 13 ein Westem Btot von rekombinantem Faklor IX aus 293-und SK-HEP-1 -Zellklonen im Vergleich zu plas- 
matischem Faktor IX und rekombinantem Faktor IX aus CHOZellen. 
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Fig. 14 die Konstruktion von pCMV-PCwt-EDHPro und pCMV-PCplmut.-EDHPro; 

Fig. 15 ein Western Blot von rekombinantem Protein C aus 293 und SK-HEP-1-Zellen im Vergieich zu ptasmati- 
schem Protein C; 

5 

Fig. leA-P das Sequenzprotokoll, welches glerchzeitig als Toll der Beschreibung angesehen werden soD; 

Fig. 17 die schematische Oarsteliung des Plasmids pCMVHSA/EDHPro und 

10 Fig. 18 eine Western Bkst-Analyse von HSA-exprimlerenden SK-HEP-1-Zellen. Die Zahlenwerte am Rand geben 
das Molekulargew»ht in kDa an. Spur 1: SK-HEP-1 Negativkorrtrolle. Spur 2: SK-HEP-1-Klon #366. Spur 3: SK- 
HEP-1-Kton #368, Spur 4: SK-HEP-MOon #369. Spuren 5-7: plasmatische HSA-Standaids. Spur 8: lytolekular- 
gewfchtsstandard. Spur 9: Pfchia p.-Negativkontrolle. Spur 10: HSA exprimlerender Pfchia p.-Produktfonsstamm. 

IS Belsplele: 



In den Beispielen wird die Klonierung der Expressionsplasmide beschrieben. Am Beispiel der Expression von 
Prothrombin werden die Transfektion, das Selektions- und Amplifikationsprotokoll und die dazugehorigen Kontrollex- 
j perimenle beschrieben. Die Verifikation der dicistronlschen mRNA wird mittels Northern Blots durchgefOhrt, die Am- 

20 pllfikation der Transkriptions-ZTranslatfonseinheit wird in Southern Bk>ts OberprufL FOr die genaue Analyse der expri- 
mierten Fremdproteine werden Western Blots herangezogen und schiieOlfch werden die rekombinanten Protelne mil- 
tels bekannter Koagulationstests auf ihre Aktivitat hin Oberprufl. Die Aktivitalen wenten in mUnils (mU) pio 106-Zellen 
und 24 h angegeben. Um die allgemeine Verwendbarkeit der Expresskxisplaemkte zu demonstrieren, wird die Expres- 
sion der Fremdproteine in verschiedenen Zeliinien durchgefOhrt 

^ Beispiel 1 beschreibt die Kloniemng des humanen Faktors II mit den erflndungsgema3en Expressionsplasmiden 
in CHO- und 293-Zenen. Die Ktonierung und Expresskm der Faklor Vlll-Deletionsmutante FVIlldB928 und des gssam- 
ten Faktors Vill wird in 293 und SK-HEP-1 -Zellen in den Beispielen 2 und 3 beschrieben. In den weiteren Beispielen 
3 bis 6 wird die Expressk)n der humanen Faktoren von Willebrand, Faktor IX, HSA und Protein C In den Zelllinien SK- 
HEP-1 und 293-Zellen beschrieben. Die Zeilinie SK-HEP-1 wird als Beispiel f Or eine humane Leberzellinie venfvendel, 

30 es konnen aber auch andere hunrtane Leberzeilinien verwendet werden. 

Beispiel 1: Klonierung des Selektions-ZAmplifikationsmarkers EMCV5'UTR/dhfr/Hygromycin-Phosphotransf erase 
(EDH) und dessen Anwendung auf die ExpresskMi von Faktor 11 



55 Konstruktfon der PlasmkJe: 



40 
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pCMV: Als Ausgangsplasmid wurde pCMVp (MacGregor und Caskey. Nucleto Acids Res. 17: 2365. 1989, Firma 
Clontech, Pato Alto, USA) verwendet. Dieses wuide mit Noll geschnftlen, um das p-Oalaktosidase-Gen zu entfemen 
und anschlieQend reiigiert. Daraus entstand das 3,8 kb groBe PlasmM pCMV. 

pCMV-MCS: (MCS; Multiple Kbnierungsstelle) Um Oberfiussige Restrlktkxisschnittsteilen zu entfemen, wurde 
pCMV mit Sail und HIndlll geschnitten. mil dem Kienow Fragment der E. coll DNA Polymerase I (Pol. K.) aufgetullt 
und reiigiert Aus dieser Reaktion entstand pCiy/IV-MCS. Dieses Plasmrd belnhaltet den 'Immediate Early Gene"-Pro- 
motor/Enhancer des menschlfchen CMV und 80bp der 5'UTR des zugehorigen Gens. Es schlieSt sfch 3' eine Xhol- 
Schnittstelle an, getolgt von dem SV40 16S/19S-lntron und der SV40-PolyadenyIierungsstelle. 

pCMVNooOy/ICS: pCMV-li^S wurde mit Xhol geoffnet und mit den komplementaren Oligonucleotiden VI/1 : S'-TCQ 
ACC ATG GAG AAG CTT ATC GAT CCC G6Q AAT TCG QTA CCG TCG ACC TGC AGG TGC ACG GGC CCA GAT 
CTQ ACT GAC TGA-3' (SEQ.ID.No. 9) und VI/2: 5'>TCG ATC AGT CAG TCA GAT CTG GGC CCG TGC ACC TGC 
AGG TCG ACG GTA CCG AAT TCC CQG GAT CGA TAA GCT TGT CCA TGG-3' (SEQ.ID.No. 10) als neue MCS 
ligiert. Dabei wurde die Xhol-Schnittstelle zerstort und es entstand der Vektor pCMVNco/MCS (Fig. 3-A). Die neue 
so MCS verfugte uber eine Ncol-Erkennungssequenz als Translations-lniliatlons-Codon um Fremdgene ohne eigenes 
ATG-Starlcodon einsetzen und exprimieren zu konnen. 

pCMV/Hy: In pCMVNco/MCS wurde das Hygrontycin p-Phosphotransferase-(hph)-Gen ohne ATG (hph-ATQ) eln- 
gesetzt. hph-ATG wurde als 1 ,2 kb-Fragment aus dem von Boehrlnger Mannheim erhaltiichen \fektor pHphO als Sail, 
Smal-Fragment Isoiiert und in die Sail- und Pol. K.-behandelte ApaU-Schnlttstellen von pCMVNcoflWICS einoesetzt 
ss Somit entstand pCMV/Hy (Fig. 3-B). 

pSVDHFR: Das dhfr-Fragment samt Polyadenylierungs-Sequenz wurde als ISOObp groBes Psd -Fragment aus 
pASDII (Kaufman and Sharp. Mol. Cell. Biol. 2: 1304. 1982) Isoiiert und Qber die Psti-Schnittstelle in pSVMCS einge- 
setzt. pSVMCS entstand aus pSVp (MacGregor und Caskey. supra, Firma Ctonlech. Palo Alto. USA), indem das p- 
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Galaktosldas9-Gen durch Schneiden mit NotI und Religatlon des verbleibenden Vsktors enttemt wur<te. Durch Schnel- 
den mit Xbal und Hindi II, AuffOllen mit Pol.K und Religation wurde die MCS 3' der SV40-Polyadenyllerungssequen2 
entfemt In die Notl-Schnittsteile wurde dann eine neue MCS eingesetzt. Die eingesetzte MCS hatte (olgende Sequenz: 
S'-GG COT AGG GCC CTA GGC CTA CTA QTA OTA AGC TTC TGC AGG TCQ ACT CTA GAG QAC CCC GGG GAA 
TTC AAT CGA TGG CC-S* (SEQ.ID.No. 11). 

pTA/ED(-TAA) (Fig. 2): In den Vektor pCR"™ (Rrma Invilrogen, San Diego. USA) wurde die Kassette bestehend 
BUS dem 5' nichttranslatierten Berelch des Encephalomyocarditis Virus (EMCVS'UTR) und dem dhfr-Fragment dhne 
Stop-Codon TAA (-TAA) subkloniert. Die Herstetlung des EMCV5'UTR/dhfr(-TAA)-Fragments eriolgte mittels Polymer- 
ase-Kettenreaktlon (PCR). Das SOObp groOe EMCVS'UTR-Fragment wurde aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) durch 
PCR mit den Primem #640. 5'-ACC CCC GGG GGT ACC ATA TTG CCG TCT TTT GG-3f (SEQ.ID,No. 12) und #642, 
5'-GQA ATT CCC ATQ GTA TTA TCG TGT TTT TC-3' (SEQ.ID.Na 1 3) isoliert. 

Das 560bp groOe dhfr-Fragment wurde aus pSVDHFR mittels PCR mit den Piimern #634, 5'-GGA AGC TTG GCC 
ATG GTT CGA CCA TTG AAC TGC-3' (SEQ.ID.No. 14) und #698, 5'-GGT CAA GCT TTT CTT CTC GTA GAG TTC 
AAA CTT ATA CT-S* (SEQ.ID.No. 15) isoliert 

Die durch PCR-Ampliflkatlon gewonnenen EMCVS'UTR- und dhfr^ragmente wurden nach der gelelektrophore- 
tischen Trennung aus "Low Melting Point Agarose" (LMA) Isoliert. Die beiden Fragments wurden jeweils mit Ncol 
nachgeschnitten und ligiert. Von dem Ugatlonsprodukt wurde neuerlich eine PCR-Amplifi Ration mit den flankierenden 
Primern angesetzt. also mit den Primem #640 und #698 (siehe oben). Das resultierende lOSObp groBe Fragment 
wurde In den Vtektor pCR™ (Fimna Invilrogen. San Diego, USA) eingesetzt. Dabei entetand das Ptesmid pTA/ED(-TAA). 

pCMV/EDH-Sp: In den mit Smal und Sail geoffneten Veklor pCMV/Hy wurde das Smal-. Sail-Fragment 
EMCV5*UTR«hfr(-TAA) aus pTA/ED (-TAA) eingesetzt. Dabei entstand das Konstrukt pCMV/EDH^p (Fig. 4 A). 

pCMV/EDHGly: In cfie singul§re Salt-Schnlttstelle zwischen dhf r- und hph-Gen wurde ein 'Spacer* eingesetzt. Der 
Spacer bestand aus den komplementaren Oligonucleotiden #1 077 (5'-TCG ATT ACG TAG TGG AGG CGG GGG TGG 
AAA-3'; SEaiaNo. 16) und#1078 (S'-TCG ATTTCC ACC CCC GCC TCC AGT ACG TAA-S"; SEaiD.No. 17), verfOgte 
Qber eine neue SnaBI-Schnittstelle und kodierte fOr fOnf Glycin-Reste. Der Obergang zwischen dhfr und hph hatte 
somit die Sequenz: S'-GTCGATTACQTACTGGAGGCGGG GGT GGA AAT CGA CGG ATC CC-3' (SEQ.ID.No. 18). 

pCMV/EDHPro: In die singulare Sall-Schnlttstelle zwisdien dhfr- und hph-Gen wurde der "Spacer* von pCMV/ED- 
HGly in reverser Orientierung eingesetzt Somit kodierte er hier fOr fOnf Prolln-Reste, wobei der Obergang zwischen 
dhfr und hph die fdgende Sequenz hatte: 5"-GT CGA TTT CCA CCC CCG CCT CCA GTA CGT AAT CGA CGG ATC 
CC-S* (SEQ.ID.No. 19). 

pCMVFI l/EDH-Sp (Fig. 4 B): Die Faktor I l-cON A wurde als 2 kb-Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91 /1 1 51 9) isoliert. 
Indem mit Ncol partiaJ und Smal vollslSndig geschnitten wurde. Dieses Fragment wurde in den >A9ktor pCMV/EDH-Sp 
eingesetzt. welcher ebenfalls Ncol partial und Smal vollstandig geschnitten wurde. 

pCMVFII/EDHGly: Die Faktor IIkjDNA wurde als 2 kb-Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) isoliert, indem 
mit Ncol partial und Smal vollstandig geschnitten wurde. Dieses Fragment wurde in den Vektor pCMV/EDHGly einge- 
setzt, welcher ebenfalls Nool partial und Smal vollstandig geschnitten wurde. 

pCMVFll/EDHPro: Die Faktor II-cDNA wurde als 2 kb-Fiagment aus pTKemc-PT2 (WO 91A11519) isoliert, indem 
mit Ncol partial und Smal vollstdndig geschnitten wurde. Dieses Fragment wurde in den Vaktor pCMV/EDHPro einge- 
setzt, weteher ebenfalls Ncol partial und Smal vollst&ndlg geschnitten wurde. 

Hersteltung der permanenten Zellinien: 

Initialselektion: CHO-(ATCC CRL 9098) und 293-2ellen (ATCC CRL 1 573) wurden von der American Type Culture 
Collection (Rockville. MD) bezogen. BekJe Zellinien wurden mit den Konstrukten pCMVFII/EDH-Sp, pCMVFll/EDHGly 
und pCMVFII/EDHPro entsprechend Graham and von der Eb, Virology 52: 456, 1 973 Iransfizlert. CHO-Zellen wurden 
der DHFR-SeleWton. der Hygromycin B-Selektion und der gleichzeitigen Hygromycin B- (HyB) und DHFR-Selektfon 
unterzogen. 293-Zellen wurden der Hygr<»tiycin B-Selektion ausgesetzt. Nach 10-20 Tagen wurden die resistenten 
Kotonien verelnzelt und auf Faktor II (Fll)-Expression getestet. 

DHFR-Selektionsmedium: DMEM/HAMs F12 ohne Glycin Thymidin und Hypoxanthin, 10% dialysiertes fdtales 
Kalberserum, lOIU/ml Penicillin, 10Qng/ml Streptomycin (Gibco 043-051 40H), L-Glutamin (Gibco 043-05030H). 

Hygromycin B-Selektksnsmediunn: DMEM/HAMs F12, 10% fdtales Kalberserum. 10lU/ml Penicillin. 100^^1 
Streptomycin (Gibco 043-051 40H), L-Qlulamin (Qa)co043-05030H). je lOpg/ml /\denosln, ThymkJin und Deoxyaden- 
osin (Sigma). 200|ig Hygromycin B (Calb»chem)/^l. 

Genamplifikailon: Die Amplifikalion via hph erfolgte mittels Hygromych B (HyB) beginnend bei 200^q HyB/ml. Urn 
die Mdgrichkeit von Rearrangements oder Deletksnen durch zu hohe Konzentrationen von HyB gering zu halten, wurde 
die HyB-Konzentralion )e AmpllRkatkxisschritl Jewells nur verdoppelt Die Amplifikation mittels DHFR bei CHO-Zellen 
erfolgte beginnend bei lOnM Methotrexat (MTX) durch Verdopplung der MTX-Konzentratton je Stufe. Die Amplifikation 
von 293 Zellen wurde beginnend bei lOOnM MTX angesetzt. Die bei jeder Ampimkaticnsstufe entstehenden resistenten 
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Zellklone wurden verelnzelt und auf Faktor ll-Expression untersucht. 

Bestimmung der Faktor ll-Aktlvltat: Die zu testenden Faktor ll-exprimlerenden Zellktone wurden mit serumfreiem 
Testmedium, supplementiert mit 5jig/ml Vitamin K1 24 Stunden inkublerl. Die Bestimmung der Gerinnungsaktivitat 
eriolgte mit einem Koagulometer KC4A (Firma Amelung GmbH, BHD) nach einer modifizierten Prothrombin-Zert-Me- 
thode (Falkner etal. 1992). 

Proteinnachweis mittels Westem Blol-Analysen: Western Bbts wurden entsprechend Towbin et al., PNAS 76: 
4350. 1979 vorgenommen. Ala erster Antikorper wurda ein Anti^Prothrombin-Antikdrper (Firma Dakopatts, Danemark) 
in einer Verdunnung voni :100 eingesetzt. Als zweiter Antikdrper wurde ein Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikdrper (Finma 
BioRad. CA, USA) in einer VerdOnnung von 1:7500 venwendet. weteher mil alkaltsdier Phosphatase loonjugiert war. 
Der Nachweis mittels Farbung erfolgte nach Standardmethoden mit dem Protobk)t-Sy8tem der Fa Promega. 

Untersuchungen der DNA- und RNA-Stmktur Die PrSparatton der zeilutaren DMA erfolgte nach Gross-Bellard et 
al.. Eur. J. Bkxihem. 36: 32, 1973, Southern Btol-Analysen nach Southern, (J. Mol. BkdI. 98: 503. 1975) bzw. nach 
Sambrook et al.. Molecular Cloning, A l-aboratory Manual, Second Edition, Coki Spring Harbor l_aboratory Press 1 989. 
Die fOr die Spaltung der zellularen DNA notwendigen Restriktionsenzyme wurden von Boehrlnger Mannheim. BRD 
IS bezogen. Die Hybrldisiemngssonden Faklor II, dhfr und hph wurden aus den Ptasmklen pCMVFII/EDHPro. pSVDHFR 
und pCMV/Hy prapartert. 

Die Isollerung der mRNA erfolgte mit den Materialien und nach den Protokollen der Firma Invrtrogen, USA ("Fast 
Track", #1-800-955-6288). Northern Blot-Analysen wurden entsprechend Sambrook et al., supra, durchgetuhrt. FfT- 
) PGR Analysen erfoigten mit den Materialien der Firma Perkin Elmer Celus, USA ("rTth Reverse Transcriptase RNA 

20 PGR Kit", #N808-0069) nach Kwok. PGR Protocols. A GuWe to Methods and Applkatfons. AcadenrMC Press, Inc., San 
Diego, CA 1 990 bzw. Myers et al., Biochemistry 30: 7661 . 1 991 . wobei je Reaklfon ^g mRNA eingesetzt wurden. Als 
Primer wurden #1489 (bindet 3' in der Faklor II-cDNA): 5' GGA AAT ATG GCT TCT ACA CAC ATG TGT TCC QCC 
TGA A 3' (SEQ.ID.No. 20) und #1490 (bindet 5' im Mr- Gen): 5' TCC GTT CTT GCC AAT GCC CAT ATT TTG GGA 
CAC GGC G 3' (SEaiD.No. 21) eingesetzt. 

2S Konstruktkin des SelektionsVAmplifikatksnsmarkers EMCVS'UTR/ dhfr/Hygromycin Phosphotransferase (EDH): 
Das CHO-Zellexpresskinssystem Ist in seiner QbHchsten AusfOhrung mtt DHFR-Selektion bzw. Methctrexat (MTX)- 
Amplrfikatk)n verbunden und an die Verf Qgbarkeit von DHFR-defizlenten Zellinien wie CHO DUKX B11 (Urlaub and 
Chasin. supra) gebunden. Daslch CHO-Zellen jedoch nbht t}edingungsk)s fur die Expressk^n jedes beliebigen Proteins 
eignen. wurde der Versuch untemommen, auch andere Zellinien als Expressionssysteme effizient nutzbar zu rriachen. 

30 In diesem Sinne wurde der EDH-Markor konstruiert. Er findet seine Hauptanwendung in sotehen Zelien, die Ober ein 
endogen funktionelles dhfr-Gen verfOgen, da in derartigen Zellinien die Selekti<»i bzw. Genampliflkatfon durch DHFR 
bzw. MTX nur unzurek^hend durchfOhrbar ist. 

Bel diesem EDH-Marker handefte es sich um ein bif unklionelles Fusionsproteln, welches sich aus dem Dihydrofolat 
Reduktase (dhfr)-Gen und dem Hygromycin Phosphotransferase (hph)-Gen zusammensetzt. Das hph-Gen wurde ge- 

96 wahlt. weil es einen sehr guten Seiektbnsmarker darstellt. das dhfr-Gen deshalb. well es den besten Amplifikatbns- 
marker darsteilt. 

Da nfcht auszuschlieBen war, daB sich die bekJen fusionlerten enzymatischen Proleineinheiten durch ihre rSum- 
liche Nahe In ihrer Aktivitat beeinflusscn oder sogar behindem kdnnten. wurde versucht, dies dadurch zu verhindem, 
daO zwischen die beiden Fusionsprotein-Anteile ein sogenannter "Spacer" eingesetzt wurde, Bei diesem Spacer han- 

40 delte es sksh um ein kurzes OligonucleotM, wetehes In der eInen Orientierung eingesetzt fOr f unf Glych-Reste ("Glycin- 
Spacer". Gly) in der rsversen Orientlemng fQr fOnf Prolh-Reste ("Protin-Spacer", Pro) codlerte. Mit der gewahtten 
Anordnung von dem zu exprimierenden Fremdgen und Fusk3n8markergen sollte eine diclstronlsche RNA gebildet 
wenden k6nnen. Dies wurde erreicht, Indem an das 6*-Ende des Fusionsnarkers auf DNA-Ebene eine Sequenz ein- 
gesetzt wurde. die als "internal ribosome entry site" (IRES) funglerte. HIer kam die IRES des Encephalomyocarditis- 

45 vims (EMCV) zur Anwendung, Sie befindet sich Im 5'-nicht-transIatlertan Berekih (5mR) des EMCV und wird deshalb 
EMCVS'UTR genannt Die resultierende Gen-Kassette, bestehend aus EMGV5'UTR/-dhf r/hph (EDH). wurde 3' des zu 
exprimierenden Fremdgens angeordnet, sodaB sksh die in Fig. 1 dargestellte Konfiguration von PronrKstor, Fremdgen 
und EDH-Kassette ergab. 

FOr das Fuswnsprotein des EDH-Selektions-/Amplifikationsmarkers wurde die EMCVS'UTFVdhfr (ED)-Kassette 
so via PGR kkaniert Das EMGVS'UTR-Fragment wurde aus dem PlasmW pTKemc-PT2 (WO 91/11519). das dhfr-Frag- 
ment (ohne Stop Codon TAA) aus dem Plasmid pSVDHFR mittels PGR isoliert, die beiden Amplifikationsprodukte mit 
Ncol nachgeschnitten, ligiert und das Ligationsprodukt neuerlich mittels PGR ampliftziert und in der Folge in den Vbktor 
pCRTM (Fimia Invltrogen, San Diego, USA) subktoniert. Das Konstrukllonsschema ist in Rg. 2 dargestellL Aus dem 
resultlerenden Plasmid pTA/ED (-TAA) wurde die Kassette EMCV5'UTR/dhfr (-TAA) Isoliert und in das Plasmid 
ss pCMV/Hy (Fig. 3-B) eingesetzt Das PlasmW pCMV/Hy verf ugte berelts flber das Hygromycin Phosphotransferase- 
Gen (aus pHphO. Boehrlnger Mannheim, BRD) ohne Start-Codon (hph-ATG). Durch drese Vorgangsweise entstand 
die 2,2 kb umlassende Genkassette EDH in Form des Konstnjktes pCMV/EDH-Sp (Fig. 4-A). In diesem Ptasmki lag 
das dhfr-Gen in unmittebarer Fusion mit dem hph-Gen vor. Um eine potentlelle Behindemngder beklen Komponenten 



10 



EP0 711 835 A1 



DHFR und Hygromycin Phosphotransferase (HPH) aut Proteinebene zu verhindem, wurde zwischen die beiden Gene 
ein kurzes Oligonucleolidals "Spacer" eingesetzl. Somit entslanden die drel \ferianten des SelektionsVAniplifikations- 
markers EDH-Sp. EDHGly und EDHPro. In Fig. 4-A 1st reprasentativ das Expresslonsplasmd pCMV/EOH-Sp darge- 
stellt, die beiden anderen Expressionsplasmide wurden ais pCMV/EDHGly bzw pCMV/EDHPro bezeichnet. 

in drese drei Ausgangsvektoren wurde als 'gene of interest* die Faktor ii-cDNA als 2 kb umfassendes Ncol-Smai- 
Fragment aus pTKemc-PT2 (WO 91/11519) efngefOgt wodurch die Expressionsplasmide pCMVFII/EDH-Sp. pCMV- 
FII/EDHGly und pCMVFII/EDHPro entstanden. Reprasentativ ist pCMVFIi/EDH-Sp in Fig. 4-B gezeigt 

Die Aminosauresequenzen dor Fuslonsprotelne DHFR/HPH-Sp. DHFR/HPHQIy und DHFR/HPHPro sind in Fig. 
5-A. B und C dargestellL 

Untersuchung dorlunktioneUen Eigenschaften des EDH-SejektionsVAmplifikationsniarkers in tmnsfizierten Zellen: 
Die drei KonsUukte pCMVRI/EDH-Sp. pGMVFII/EDHGly und pCMVRi/EDHPro wurden hinslchtlich ihrer Eigenschaf- 
ten zur Selektion und Amplffilcatlbn untersucht Zu diesem Zweck wurden sle in CHO- und 293-Zellen transfizlert. In 
DHFR-defizlenten CHO-Zellen (Urlaub and Chasin. 1980) wurde das getrennte und das gleichzeilige Funkttonleren 
der beiden Fusfonsprotein-Komponenten DHFR und HPH getestet. Die transfizierten 293-Zellen, als Reprasentanten 
einer DHFR positiven Zellinle wurden hinsichtlich der Funktion der HPH-Komponente untersucht, indem sie nnit dem 
Antibtotikum Hygromycin B (HyB) selektiert wurden. Die Ergebnisse der DHFR- und HPH-lnltialseleklton sind in Tabelle 
1 zusammengefaBt 



Tabeilel 
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CHO-Zellen/EDH-System 


CHO-Cotransfektion (Jorgensen el al., 
1987) 


293-Zellen 






mUnit8 0xg)/106-Zellen 


mUnits {p,g)h(fi-Za\\en 


mUnits (^g)/10B-Zelten 


2S 


tnitiatselektion 
Ampiifikatnn 
lOOnM MTX 
ISOnMMTX 
lOOOnMMTX 


12-15(1.2-1.5) 
/ 
/ 

150-160(15-16) 
/ 


(0.1) 
/ 
/ 

/ 

8-11 (1,3-1.6) 


50^ (5-5,5) 
/ 

100-150(10-15) 
/ 
/ 
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Sie zeigen. daB CHOZ&ilen initial zwischen 12-15mU Faktor 11/10^- Zeflen und 24 Stunden exprimieren. mit 
293-ZeiIen lieBen sich V\terte bis zu 55mU Faktor ll/10B-Zellen und 24 Stunden nachweisen. Das erfindungsgemaBe 
Expressk^nssystem zeigt also In CHOZellen nach initiator Selektion eine unenwarlet hohe Expression an Faktor li. 
Diese hohe Expression von Faktor li konnte alierdings bei Venwendung der Zellinie 293 noch weiter gestelgert werden. 

SB Die aus der InHialselektfon resuitierenden Zellktone wurden aut das Ampiifikattonsveimogen der DHFR- und HPH- 
Komponente des EDH-Markers untersucht. Die Ergebnisse daraus sind ebenfalls in Tabelle 1 zusammengefaBt. Auch 
hier lieB sk* zeigen. daB bereits bei lOOnM MTX mit 293 Zellen gleichviel Faktor II exprlmlert wild vergltohen mit CHO 
Zeilen, die auf 150nM MTX wuchsen. 

Die Bildung dicistronischer RNA und das Funktionieren des EDH-Markers wurde anhand der Expressksn von Fak- 

40 tor II untersucht. Die initial selektierten transfizierten CHO- und 293-Zellkione zeigten in der Northern Blot-Analyse und 
in der RT (Reverse Tran8kriptase)-PCR das NAorhandenseIn dicistronischer RIMs. 

Sowohl die initial selektierten als auch die ampliftzierten CHO-und 293-Zetlklone wuiden mittels Southern Blot- 
Analyse auf ihre genomische Stoiktur untersucht Die initialselektierten Zelikbme zeigten eine Kopienanzahl, die im 
Berefch von 1-5 GenkopienAZelle tag. Im Rahmen der Amptifikatkm Qber die HPH Komponente des EDH-Markers 

45 konnte ausgehend von 200|ig HyBAnI bis auf 300(^ HyB/ml eine leichte Genamplifikatkxi f estgestellt werden (siehe 
auch Belspiei 2). 

Die AmplifikatkMi Qber die DHFR-Komponente des EDH-Markers wurde untersucht. Indem transfizierte CHO-Zel- 
len ausgehend von lOnM MTX einer sukzessive steigenden MTX-Konzenlratkjn bis 40nM ausgesetzt wurden. Trotz 
dieser sehr geringen Anhebung der MTX-Konzentratk)n konnte bereits klar Gcnamplifikatfon nachgewiesen werden 
so (Fig. 6). Dies wird deullich. wenn die Signalintensitaten des DHFR initial selektierten CHO-Klones #837 mit denen des 
daraus hen/orgegangenen. auf 40nM IvrTX-ampliTizierten CHO-Kiones #4399 verglichen werden. Dieser Effekt laBt 
sk:h sowohl bei Hybridisierung mit einer Faktor ll-spezifischen Sonde (#837 In Spur 2 und #4399 in Spur 3) als auch 
mil einer hph (#837 in Spur 6 und #4399 in Spur 7) und dhfr (#837 in Spur 10 und #4399 in Spur 11) spezifischen 
Sonde nachweisen. Die Spuren 1. 5 und 9 stellen jeweils die Negativkontrollen aus nicht transfizierten CHO-Zellen 
55 dar. In den Spuren 4, 8 und 1 2 wurde das ReferenzpiasmkJ pCMVFII/EDHG ly aufgetragen. 

Der Effekt der Genamplifikatran uber die DHFR-Komponente des EDH-Markens konnte in gleteher Weise sowohl 
in initial DHFR-selektierten GHO-Zellen (Fig. 6). als auch in initial Hy&selektierten ZeUen festgestellt werden. 

Expressk)n von Faktor H: Die Identitat des exprtmierten Faktor II mit seinem plasmatischen Anatogon wuide wn 
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Rahmen von Western Btot-Analysen bestaligt (Fig. 7). Die Zahlenwerte am Rand geben die Molekulargewichto In kDa 
an. Die Faktor ll-spezlfische Bande ist mit einem Pfeil markiert. 

Mit den vorgenommenen Amplifikationen ging auch eine Eihohung der Faktor M-Expression einher. Anfangs betrug 
die Expression von Faktor II In CHO-Zellen 12-15mU/10«-Zellen und 24 h (entspricht mindestens 1.2-1.5pg Faktor 
s 11/1 0®>Zellen und 24 h). Mit dem hier beschriebenen System konnte also eine Steigerung von zumindest eInem Faktor 
von 1 0 gegenOber der LIteratur en-eteht werden. Mit 293-Zellen wurden Initlal-Werte von 50-55mU (entspricht mlnde- 
stens 5-5.5|Ag Faktor ll)/106-Zellen und 24 h erzielt. wobei 293-Zellen wiederholt In dieser GroBenofdnung signifikant 
mehr Faktor II exprimierten als CHO-Zellen. 

Die Amplifikation in CHOZellen ergab bei ISOnM Methotrexat (MTX) Expressk)nen Im Berefch von 150-160mU 
10 (entspricht mindestens 16-16 ^ig Faktor liyiO^-Zellen und 24 h. Ttotz dieses relativ geringen Amplifikationsniveaus 
konnten also Im Verglelch mit der Literatur deutlich hohere Werte erreicht werden. Bei den hier beschriebenen Angaben 
von mindestens 15-16^g Faktor II bei ISOnM MTX handelte es sich bereits um Aktivrtatswerte, sodaB die Expressi- 
onssteigerung mit dem hier beschriebenen System betrachtlich wan Bei der von Jorgensen beschriebenen Methodlk 
wurde trotz Amplifikatfon in einer sieben Mai hoheren MTX-Konzentration nur ein Zehntel der erfindungsgemaQen 
t5 Expressionswerte errek:ht. ZusStzlich ist zu berOcksichtigen. daB ausgehend von ISOnM MTX noch ein groBes MTX- 
AmplifikatkMispotGntial olTen ist. 

Die Expressionswerte, die in CHO- und 293-Zellen mit dem hier beschriebenen EDH-Mari(er Expresslonssystem 
und dem konventionellen System der CHO-Cotransfektlon (Jorgensen et al., supra) erretohbar waren, sind verglei- 
chend in Tabelle 1 dargestellt. 

20 

BeispisI 2: Expression von komplettem Faktor VIII (FVIIIc) und der Deletfesnsmutante FVIIIdB928 In transformlerten in 
293- und SK-HEP-1-ZetIen 



Konstruktkm der PlasmMe: 

2S 

pCMVFVlllc/EDHPro (Fig. 8-A): Die volte Lango Faktor VIII-cDNA wurde von Leyte et al., Blochem. J. 263: 187. 
1 989 konslmiert. Die 7.2 kb umfassende Faktor VIII-cDN A wurde als Fragment mit glatten Enden in die Smal-Schnitt- 
stetle von pCMV/EDHPro (slehe Beispiel 1) eIngesetzL Daraus resultierte das Expressnnsplasmkj pCMVFVIIIc/ED- 
HPro. 

30 pCMVFVIlldB928/EDHPro (Fig. 8-B); Die Deletton der Faktor VIII B-Dom&ie Ist bei Leyte et al., J. Biol. Chem. 

266: 740. 1991 beschrieben. Die 4,4 kb umfassende FVllldB928-cDNA wurde als Fragment mit glatten Enden In die 
Smal-Schnittstelle von pCMV/EDHPro (siehe Beispiel 1) eingesetzt. 

Herstellung der pemnanenten ZeKinien: Initialselektion: 293-Zellen (ATCC CRL 1573) wuiden von der American 
Type Culture Collection (Rockvllle, MD, USA) bezogen, mit den Konstrukten pCMVFVllldB928/EDHPro bzw. pCMVF- 

3S Vlllc/EDHPro nach Graham and van der Eb, supra transflziert und der HyB^elektwn unterzogen (siehe Beispiel 1 ). 
Nach 10-20 Tagen wurden die reslstenten Kokxilen vereinzeit und auf Faktor Vlll-Expression getestet 

SK-HEP-1 -Zellen (ATCC HTB52) wurden von der American type CuRure Collectfon (Rockvflle, MD. USA) bezogen 
und mit den Konstnjkten pCMVFVIIIdB92a/ EDHPro bzw pCMVFVIIIoEDHPro transfiziert. Die Transfektlon erfolgte 
nach Neumann et aL, EMBO J. 1:841, 1982 In modifizierter Form. Dabei wurden l-SxIO^-Zellen fQr oinen Elektropo- 

40 ratkansansatz efrigesetzt, wobei der Puis mittels eines BloRad Gene Pulsars™ (Firma BtoRad, CA. USA) bei 1000V. 
25nF. 200 Ohm durchgefOhrt wurde. AnschlieBend an den Puis wurden die Zellen in Medium autgenommen und 48 
Stunden nach dem Puis in HyB-Selektlonsmedium (siehe Beispiel 1) uberfuhrt Nach 10-20 Tagen wurden die resl- 
stenten Kolonien vereinzeit und auf Faktor Vlll-Expression getestet. 

Genamplifikatbn: Die Amplifikation mittels Hygromycin B (HyB) erfolgte beginnend bei 2O0^g HyB/ml durch \fer- 

45 dopplung der HyB-Konzentratfon je Stufe (siehe Beispiel 1). Die Amplifikation mittels DHFR bei 293 und SK+HEP- 
1 -Zellen erfolgte beginnend bei lOOnM Melhotrexat (MTX) durch Vferdopplung der MTX-Konzentratfon je Stufe. Die 
bei jeder Amplifikationsstufe entstehenden resistenten Zellklone wurden vereinzeit und auf Faktor Vlll-Expression un- 
tersucht. 

Aktivitatsbestimmung von Faktor VIII: Samtllche Aktivltatstests erfolgten mit den Materialien ("COATTEST VIII: 
so c/4") und nach dem Protokoll der Fiona Chromogenix AB, Schweden bzw. mit dem "Immunochrom FVIIliC" Kit der 
Firma Immuno, Osterreteh. 

Proteinnachweis mittels Western Blot-Analysen: Western Blots wurden entsprechend Towbin et al., (supra) vor- 
genommen. Als erster Antikdrper wurde eine Mischung der monoktonalen Anti-Faklor VIll-Antikorper CLB Cag A, CLB 
Cag 9 und CLB Cag 1 1 7 (alle drei Stel et al. , Blood 63: 1 408. 1 983) venivendet. Als zweiter Antikdrper wurde ein Ziege- 
ss Antl-Maus-Antlkdrper (Flmna BloRad, CA. USA) In einer VferdQnnung von 1 :7500 venwendet, wek:her mit alkalischer 
Phosphatase konjugiert war. Der Nachweis mittels Farbung erfolgte nach Standardmethoden mit dem Protobtat-Sy- 
stem der Firma Promega. 

Untersuchungen der DNA und RNA Struktur. Die Praparatkmen von DNA und RNA erfolgten wie bei Beispiel 1 
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beschrieben. Zur Hybridisierung Im Rahmen der Southern Biot-Analysen bzw. Northern Btot-Anatysen wurden Faktor 
VIII', dhf r- und hph-Fragmente aus den jeweiligen Plasmiden isoliert (also aus pCMVFVIItc/EDHPio. pSVDHFR und 

pCMV/Hy). 

Fur die Expression von Faktor VIII wurden bisher besonders CHO-Zellen untersucht (Kaufman etaL, J. B»l. Chem. 

s 263: 6352. 1 988; Pittman et al.. Blood 81 : 2925. 1 993). Die DHFR-derizlenten CHOZellen waren zwar insofem inter- 
essant. als sie sich lelcht Qber DHFR selektieren bzw. mil MTX hoch amplifizieren lassen. Der entscheidende Nachteil 
im Rahmen der Nutzung von CHO-Zellen bestand jedoch darin, da8 sie nur auBerordentlich geringe Mengen an Faktor 
VIII exprimierten, vor allem nach initialer Selektk)n konnte kein Faktor VIII nachgewiesen werden. Die Isdiening von 
Faktor VIII exprimlerenden CHO-Zellinien erfordert also hohe Amplifikatton. Dies is! mit sehr hohem "Screening'-Auf- 

10 wand verbunden, da die Amplifikatwn •blind", das heiOt ohne vorherigem Testen von initial selektlerten ZellWonen 
ablaufen muQ. Zudem erwles es sich als schwiertg, stabil Fremdprotein-exprimierende CHOZeliinien zu etablieren» 
da es haufig zum Auftreten von "double minute" Chromosomen kommt (Schlmke et aL, Cold Spring Harbor Symp. 
Quant. BioL 45, 1 981 ; Kaufman et al., Mol. Cell. Biol. 3: 699. 1 983). Auch aus diesem Grund kann stabile Fremdprotein- 
Expression mit dem CHO-Zeiisystem nur durch haufiges und aufwendlges Subkionieren der untersuchten Zellklone 

IS erreicht werden, was jedoch umso aufwendiger wird. Je hoher die jeweiligen Zellklone amplifiziert werden. 

Aus diesen Grunden sollten auBer CHO-Zellen. andere. DHFR-positive Zellffiien auf Ihr Faktor Vill-Expressions- 
vermogen untersucht werden. Praferenziell sollten dabel humane Zeltinien venvendet weiden. urn mdgliche Spezies- 
abhangige Andsrungen der notwendigen po6ttranstatk>nalen Modifikationen auszuschlieBen. Um diese DHFRi)06iti- 
ven Zellinien einerseits effizient setektieren zu konnen und andererseits via dhfr amplifizieren zu konnen, wurde der 

20 EDHPro-SelektionsVAmplifikatk>nsmarker eingesetzt. Als Zellinien wurden verglenhend 293 und SK-HEP-l-ZeHen 
herangezogen. Nachdem Faktor VIII endogen zum Teil \n der Leber synthetisiert wird. wurden stellvertretend fOr hu- 
mane Leberzellen SK-HEP-1-Zellen venvendet. 

Ober die Zellinte SK-HEP-1 als Expresskxisvehlkel gibt es bisher in der Literatur keine Hinweise. Die Zellinie 293 
wurde berelts f Or die Expressfon von Protein G venwendet (Walls et al.. 1 989) und hatte sich f Or die Expresston von 

^ Faktor II bewahrt (slehe Beispiel 1). Beide Zellinien wurclen jedoch noch nicht fOr die Expression von Faktor VIII un- 
tersucht bzw. beschrieben. 

Obwohl zwar auch die komplette Faktor VI1I<DNA (FVIilc) herangezogen wurde, lag der Schwerpunkt auf der 
Expression einer Faktor Viil-Mutante (FVilldB928), wetehe die gesamte B-Donndne delettert hatte (Ijeyte et al., J. B»l. 
Chem. 266:740. 1991). 

30 Die Konstmktion des EDH-SelektkMisVAmpimkationsmarkers erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. Das Expres- 

sionsplasmld pCMVFVIIIc/EDHPro (Fig. 8-A) entstand. indem die vollstandige Faktor VIllKsDNAals Fragment mit glat- 
ten Enden In pCMV/EDHPro eingesetzt wurde. 
Anatog entstand pCMVFVIIIdB928/EDHPro. 

Herstellung und Analyse der pCMVFVIIl/EDHPro-transfizierten Zellinien: Die Zellinien 293 bzw. SK-HEP-1 wurden 

3S mH den Konstruklen pCMVFVIIIdB92fl/EDHPro bzw. pCMVFVIIIdB928/EDHPro und pCMVFVIIIc/EDHPio transfizlert 
und der HyB-Selektton unterzogen. Die daraus resuttierenden Zellktone wurden entsprechend Beispiel 1 auf ihre RNA- 
Struktur untersucht. Die gebiMeten RNAs lagan dicistronisch vor. Die Abschatzung der vorhandenen Gen-Koplenan- 
zahl wurde mittels Southern Blol-Analyse durchgefOhrt und bewegte steh bei den untersuchten 293 Zellen im Bereteh 
von 1-2, bei den untersuchten SK-HEP-1 -Zellen bei 5-10. 

40 Die Ampiifikation der transfizierten FVindB928-exprfmierenden SK-HEP-1 ZeOen via hph von 200^g HyB/ml auf 
ISOO^g HyB^ml zelgte deutllch den Effekt der GenampltHkation. wie es In Fig. 9 dargestellt ist. Die Taql-geschnittene 
zellulare DNA des initial selektlerten Zellklones #1953 wurde der des daraus hen^orgegangenen, auf 150G^g HyB/ml 
amplifizierten Zellktones #3310 gegenObergestelft Nach alien Hybrldlslemngen mit einer Faktor VIII (Spur 1-4), dhfr 
(Spur 9-12) und hph (Spur 5-8) speziftschen Sonde zelgte sich dabei eine Varstarkung der Signalintensitaten bei Klon 

4S #3310 im Verglefch zu #1 963. Der Interne Standard ist durch die Reaklton der endogenen Faktor VIII-Banden gegeben. 
Durch den Vergleich dieser endogenen Faktor VIII-Banden der SK-HEP-1 NegativkontroHe (Spur 1) mit denen der 
Ktane #1963 (Spur 2) und #3310 (Spur 3) Ist auch die Abschatzung der vorhandenen Faktor VIII Gen-Kopien bzw. die 
Angleichung der aufgetragenen DNA-Menge moglich. In den Spuren 4, 8 und 12 ist jeweiis das Referenzplasmid 
pCMVFVIIIdB928/EDHPro dargestellt 

so FQr die Umstellung von HyB-Selektkxi auf DHFR-Amplifikation wurde als optimale MTX-Konzentratton lOOnM 
MTX ermittelt Die anschlieOende Ampliflkatkxi erfolgte entsprechend dem Prlnz^ der Qblichen DHFR-Ampfifikatksn 
(slehe Beispiel 1). 

Der aus der Subktonierung des SK-HEP-1 -Kkins #1 963 henrargegangene Zellkkxi #5235 wurde bei der EGACC 
hintertegt und hat die amtliche provlsorische Kenn-Nunrvner 94 092111. 
ss Expression von Faktor VIII: Expressbn von FVIIIdB92B: Der exprimierte FVIlldB928 wurde in der Westem BkH- 

Analyse ObeiprOft (Fig. 10). Die Zahlenwerte am Rand geben das Molekulargewicht in kDa an. Zusatzlich Ist die ge- 
messene Faktor Vlll-Aktlvit§t in milli Units (mU) angegeben. Dabei konnte gezeigt werden. daB das Faktor Vlll-spezi- 
flsche Bandenspektnim auftrat, mit Ausnahme einer Bande bei rund 1 40kDa Der von 293 als auch SK-HEP-1 -Zellen 
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exprimierte FVllldB928 weist die typischen Banden auf, die im Zuge der Aktlvierung von Faktor VIII auttreten. 
FVIIIdB928 exprimlert von 293-Zellen (Spur 1 und 2) unterschled sich insofem von Faktor VIII aus SK-HEP-1 -Zellen 
(Spur 5 und 6). als In groQerem AusmaO die Banden bei 50, 45 und 43 kDa nachgewiesen werden konnten. 

Die Expression von FVIIIdB928 und komplettem Faktor VIII in 293- und SK-HEP-1 -Zellen 1st in Tabelle 2 zusam- 
s mengefaOt 293-Zellen exprlmierten Initial 100-200mU FVIIIdB928/106-ZeIlen und 24h. diese W^rte lieBen sich nach 
Subklonierung welter steigem. 



Tabelle 2 



10 




293-Zellen/EDH-Sy8tem 


SK-HEP-1 -Zellen/EDH-System 


CHO-Zellen (Dorner et al. JCB 
105; 2666 (1987); Kaufman et 
ai., 1988) 






mU/IO^-Zellen 


mU/lOe-Zellen 


mU/ml 


IS 

\ 

20 


Initialselektion 

Amplifikatton 
1500^gHyB 
1 fiMMTX 
ImMMTX + vWF 


FVIIIdB926: 100 - 200 
FVIIIc: 5-10 

/ 

/ 

/ 


FVIildB928: 300 -1000 
FVIIIc: 5-10 
/ 

FVIildB928: 1000 - 3000 
/ 


FVIIIdBinichtgezelgt 
FVIIIc: 0.1 

/ 

/ 

FVilldB: 1000-2000 
FVIIIc: 1000 



Die FVIIIdB92B transflzlerten SK-HEP-1 -Zellen zeigten eine initiate Expression von 300mU FVIIIdB928/106-Zellen 
und 24h, nach Subktonierung stieg dieser Wert auf 500-1 OOOmU FVIIIdB9a8/lO«-ZeIlen und 24h. Die Amplifikatton 
ausgehend von 200^g HyB auf 1500)ig HyB fOhrte zu einer Expresslonsstelgerung bis zu 3000mU FVIlldB928/-10e- 
25 Zellen und 24h. Die Amplifikation Qber den DHFR-Anteil des EDH-Markers erfolgte wie bei Belspiel 1 beschrieben. da 
die hier dargesteliten Zeltklone noch Gber das Potential der mit der Qbllchen DHFR-Amplifikation einhergehenden 
Expiessionssteigerung verfQgten. 

Expression von komplettem Faktor VIII: Die FVIllc-transfizierten 293 und SK-HEP-1 -Zellen wiesen unter HyB- 
Selektton eine maximale Expresston von lOmU FVHiC/IO^-Zellen und 24h auf. Die weitere Amplifikatton erfolgte wie 
30 oben beschrieben. 

Die nrtlt dem hier beschriebenen System erzielten Expresstonswerte sind vor allem in dem Zusammenhang mit 
den in der Literatur erreichten Expresslonsdaten zu beurteilen. Die hier bechriebenen FVIIIc/SK-HEP-1 -Zellen exprl- 
mierten bereits initial lOmU FVHIC/loS-Zellen und 24h. Der Verglelch der In der Uleratur beschriebenen Expresstonen 
von bekannten, B-Domanen deletferten Faktor Vlll-Konstrukten mit dem hier beschriebenen System fallt Shnlfch aus. 

3$ Im hier beschriebenen System der Expresston von FVIIIdB928/EDHPro In SK-HEP-1 -Zellen lieQen stoh ohne MTX- 
Amplifikatton bereits 3U FVIIIdB92a/106.ZeHen und 24h nachweisen. Diesor Wert ist vor allem unter Berucksichtlgung 
des noch nicht genutzten DHFR-Ampllfikationspotentials zu beurteilen, welches sich wie be! Kaufman et al., 1988, 
supra beschrieben fOr bis zu lOOOOfacher Expresslonssteigenjng nutzen lieB. Zusatzl'ch erdlfnet gemdB Kaufman et 
al, 1 988, die Moglichkeit der vWF-Coexpresion eine weitere Steigerung der Faktor Vltl-Ausbeute. 

40 Zusammenfassend Ia8t stoh die Expression von Faktor VIII In CHO der in humanen Leberzeilen wie SK-HEP-1 
Zellen wie in Tabelle 3 gegenubersteilen. 

Tabelle 3 

I CHO-Zellen als FVIII-Expressionssystem | SK-HEP-1 -Zellen als FVIII-Express tonssystem 

^ Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite 



so 
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Tabdlla 3 


fortgesetzt) 


-nach initialdrSelektion nicht nachweisbare Expression 
von B-Dom§nen deletlertem FVIll und FVillc 
-'blinde' Ampliffkation not-wend(g 
-dadurch sehr groOer "Screenlng'-Aufwand 
-aufgrung der gerlngen FVIIl-Expression ist sehr hohe 
Amplifikatton erforderlich, die sehrzeitaufwerKjIig ist 
-die hohe Ampliflkation erfordert mehr "Screening" 
-CHOZellen verfugen uber "double minute" 
Chromosonrten. die mit instabiler Fremdprotein- 
Expresslon verbunden sind 
-hohe Ampliflkation bewlrlct ein groBeres Ma8 an 
genetischer und expressions bezogener Instabllltat 
-Unterschiede der posttranslationalen Modifikationen 
von Fremdproteinen (z.B. Qlykosyiienjngen) tm 
Vergleteh zu humanen Proteinen 
-mogliche Unterschiede des FVIll. da er in Ovarienzellen 
exprimiert wurde 


hohe FVIIIdB928 und FVIilc-Bcpresston nach Inftlafer 
Selektbn 

-dadurch gezielte Ampliflkation derjenigen Zellklone, die 
initial die gr63te Menge an FVIll exprimieren 
•damit verbunden wesentllch geringerer 'Screening*- 
Aufwand 

-Zeiterspamls aufgrund der rascheren Herstellung hoch 

FVIll exprimierender Zellinien 

-aufgrurKi der initial relativ hohen Expression von FVIll 

Ist geringere Amplifikation ausreichend 

-dadurch verringert steh das "Screenlng'-AusmaB 

-eine geringere Anzahl an Qen-Kopien laBt sk:h lek^ter 

stabilisieren 

-keine Spezies abhangigen Vbranderungen der 
posttranslattonalen Modifikationen wie z.B. 
Glykosylierungen 

-authentlscher FVIll, da er in einer Leberzeillnie 
exprimiert wurde 



Belspiel 3: Expression des von Wiltebrand-Faktors In transfomiierten Zellen unter spezielter BerOcksKhtigung von 
humanen Leberzellinien. 

Von Wiliebrand Faktor (vWF) kommt etne bedeutende Rolle im Rahmen seiner Faktor VIII stabllisierenden Funktion 
25 zu. Aus diesem Qrund war einerselts die Coexpression von vWF zusamnrten mIt Faktor Vlll Interessant. andereraeits 
war auch die Expressbn von vWF allein bedeutend. 

Konstruktnn der Plasmkle: 

30 pAct/MCS: pActIn beinhaltet den aSkb groOen Promoter des menschltehen p Actin-Gens sowle 1 kb der 5' UTR 
des p Actin-Gens. Die 5' UTR enthalt das erste Intron des p Actin-Gens. Es schlieSt sich eine MCS an, gefolgt von 
der SV40-PolyadenylierungsstelIe. pActin baslert auf Plasmid pSVp (MacGregor und Caskey, supra, siehe Belspiel 
1). Aus dem resultierenden Plasmid pSVMCS wurde das den SV40-Pronx>ter/Enhancer und das SV40 16/19S-lntron 
enthaltende EcoRI-Sall-Fragment entfemt; stattdessen wurde das Actin-Promoter und 5' UTR Actin-lntron enthaftende 

55 EcoRI-Sall-Fragment aus pHpAPr-1 (Gunning at al., PNAS 84: 4831 , 1 987) eingesetzt. Dieses PlasmkJ wurde pActin 
genannt Dieses Plasmid wurde mit Glal und Sail geschnitten und mit den OllgonucleotkJen #1293: 5* TCG ATG TTA 
ACT ACG TAG CTA GOG CGG CCG COG TAG GTC GOG AGT CGA CAA TAT TGA TAT GQQ TAG CGG TAG CAC 
TAG TGT 3* (SEQ.ID.No. 22) und #1294: 5* CGA CAC TAG TGG TAG CGG TAG CGA TAT CAA TAT TGT CGA CTC 
GCG ACG TAG GGC GGC CGG GCT AGC TAC GTA GTT AAC A 3* (SEaiD.No. 23) ligiert. Daraus entstand das 

40 KonstruktpAct/MCS. 

pAct/EDHPio: pAct/MCS wurde mit EcoRV geschnitten und das 2200bp groBe EDHPro-Fragnrtent als Smal und 
Bglll. Pol K. behandeltes Fragment aus pCMV/EDHPro eingesetzt. sodaB das Plasmid pAct/EDHPro entstand. 

pActvWF/EDHPro: EIn aus ph-Act^vWF (Fischer et al., FEBS Letters 351; 345 (1994)) ausgeschnlttenem EcoRI- 
Fragment. das die gesannte cDNA des menschlKhen vWF. sowie etwa 200bp 5* und 130bp 3* UTR enthalt. wlrd mit 
4S Pol. K. aufgefOtIt und in die Nrul-Schnlttstelle von pAct/EDHPro eingesetzt. Daraus resuttierte das PlasmkI pAc- 
tvWF/EDHPro (Fig. 11). 

Abgesehen vom gesamten kodierenden Bereteh des vWF enthdlt dieses Fragment 200bp der untranslatierten 
(UTR) 5'-Region und 150bp der untranslatierten 3'-Region. 

Herstellung der permanenten Zellffiien: Initialselektion und Anr^plifikation erfolgten wie bei Belspiel 2 beschrieben. 
so vWF-Quantifizierung mittels EUSA: Die vWF-Quantifizierung erfolgte mitteb des von Boehringer Mannheim, BRD 

erhaWichen ELISA-Systems ("Aserachrom vWF, Nr. 136 0272). 

Protelnnachweis mittels Western Btot-Analysen: Die Western Blot-Analysen wurden entsprechend den Beschrei- 
bungen in Belspiel 2 durchgef Ohrt. Als ersler Antikdrper wurde ein polyklonaier Kanlnchen-Anti-vWF-AntikDiper (Finna 
Dakopatls. Danemark) in einer VerdOnnung von 1:100 eingesetzt Als zwelter Antikdrper wurde ein Ziege-Antl-Kanin- 
ss chen-Antlkorper (Fimia BfoRad. CA. USA) in einer VerdOnnung von 1 :7500 ventfendet. 

Untersuchungen der DNA- und RNA-Stniktur Die Praparattonen von DMA und RNA erfolgten wie In Belspiel 1 
beschrieben. Zur Hybridisierung im Rahmen der Southern Blot-Anafysen bzw. Northern Btot-Analysen wurden vWF-. 
dhfr- und hph-Fragmente aus den jewetligen PlasmkJen isoliett (also aus pActvWF/EOHPro, pSVDHFR. pCMV/Hy). 
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Heratellung und Analyse von pActvWF/EDHPro-transfizlerten Zeliinlen: Analog den Beschreibungen bei Beispiel 
2 wurden 293- und SK-HEP-1-ZelIen mil dem Expressfonsplasmid pActvWF/EDHPro transfiziert und stabil vWF-ex- 
primlerende Zellinien selekliert und im Rahmen von Southern Blot-Analysen charakterlsiert Im AnschluB an die So- 
lektion mit HyB wurden sowohl 293- als auch SK-HEP-1 -Zellen ausgehend von lOOnM MTX Ober die dhfr-Einheit des 
5 EDH^Markers ampliriziert. In beiden Fallen wurde vWF In gnoBen Mengen exprimlerl. Die Identitat des exprimlerten 
vWF mit plasmatischem vWF wurde mittels Western Biot-Analysen festgestelH Die vWF-Quantifizierung erfolgte mH- 
tels EUSA-Bestimmungen. ZusStzllch wurde die Ristocetln-tnduzierte Trombozyten-Aggregation mittele des entspre- 
chenden Tests der Behiingwerke (OUBD. von Willebrand Reagenz) untersucht. 

10 Beispiel 4: Expression von reicombinantem. humanen Faktor IX in SK-HEP-1 - und 293-Zellen 

Aus einer "randomly primed' humanen Leber Lambda gt10 Phagen-Bibliottiek wurde die cDNA des humanen 
Faktor IX Isollert. Das Faktor IX cDNA-Fragment umfaSt neben der kodlerenden Region 4 Nukleotide der 5' UTR und 
48 Nukleotide der 3" UTR. Dieses 1,4kb groBe, von EcoRI-Linkem flankierte Fragment wurde anschlieBend in die 

IS EcoRl-Stelle des Plasmids Bluescript II KS- (Strategene) gesetrt. Dieses Plasmid wurde pBluell KS- FIX genannt. 

WIe in Fig. 1 2 schematisch beschrieben, wird mittels Standard-Klonlerungs-Methoden (Manlatis et ai., supra) die 
Faktor IX-cDNA als EcoRI -Fragment in das ebenfalls EcoRI-geschnittene Plasmid pCMV-MCS V gesetzt und ergibt 
pCMV-FIX. pCI\/IV-I^CS-V ist ein Folgeplasmid von pCMV-MCS (siehe Beispiel 1); in dessen Xhol-Steile wurde die 
MCS mit der Sequenz 5'-TCGAATCGA TTQAATTCCC CGGGGTCCTC TAGAGTCGAC CTGCAQAAGC TTAGTAC- 

20 TAG TAGGCCTAGG GCCCTATCGA-3' (SEQ.ID.No. 24) eingefugt. 

Das resuttierende Plasmid pCMV-FIX wurde mit Smal und AvrtI gedffnet und die EDM-Kassette aus Plasmid 
pB4/EDHPro als EcoRV/Xbai-Fragment eingesetzt. Das resuttierende PlasmW ist pCMV-FIX-EDHPra 

pB4/EDHPro: Die EDH-Kassette wurde als Smal. Bgilll-Fragment aus pCMV/EDHPio isoiiert und in den Sma-, 
BamHi-geschnittenen Velctor pBluescrlpt II SK- (Pharmacia. Schweden) eingesetzL 

25 293-(ATCC. CRL 1673) und SK-HEP-1 -(ATCC. HTB 52)-Zellen. die routinemieig in DMEM/Ham's Fl2-Medlum 
supplementlert mit 2mM Glutamin und 10%fdta!em Kalberserum wachsen. wurden mittels CaP04-Methode bzw. Elek- 
troporation (Bioi^d Gene Pulser) zur Aufnahme von pCMV-FIX-EDHPro gebracht. Zwei Tage nach DNA-Aufnahme 
wurden die Zetlen in unterschiedlichen Zelk^k^ten ausplattiert, und das Medium zur Selektion mit ICXVig (293) bzw. 
200>ig (SK-HEP-1) Hygromycin B/imI versehen. Zwei Wochen spater wurden die resultierenden Zellklone isoiiert und 

50 in separaten Zellkultur-Schalen zur Konfluenz gewachsen. In semmfrelen 24 Stunden-ZellkulturOberstanden, die mit 
lOjig Vitamin K^/m! supplementlert sind, wurden anschlieBend Antigenmenge (ELISA), Funktionalitat (entsprechende 
Aktivitatstests) und qualitative Integrltat (Western Btot-Analyse) des sekretierten, rekomblnanten Proteins untersucht 
Die Zellzahl wurde nach Trypsinieren der Zellen (im ZeUzahlmeBgerSt der Fa Scharte, Reut!ingen» Deutschland) be- 
stimmt. 

^ Zur Faktor IX-Antigen-Bestlmmung wurde der Test-Ktt der Fa Boehrlnger Mannheim (Asserachrxsm Factor FiX- 

Ag, Diagnostica Stago) venwendet wobei zur Standardkun^en-Erstellung ein Referenzplasma (das IMI^/RJNO Refe- 

renzplasma 5220005) venvendet wurde. 

Zum Nachweis der Gerinnungsaktivitat wurde ein Ein-Stufen- Qerinnungstest unter Venwendung eines Amelung 

KCIO-Coagulometers eingesetzt. Hierbei wurden zunSchst jeweits glek^he Telle der zu bestimmenden Probe. Faktor 
40 IX-Mangelplasma und PhospholipfcVKaolin-Aklivator-Ldsung bei STO 4 min. inkublert, anschlieBend zum Start der 

Reaktton ein Tell 25mmol CaClg addiert. die Gerinnungszeit gemessen. und mit einer mittels eines Faktor iX-Standaids 

erstetlten Standardkun/e ermitteit. 

Zur Western Btot-Analyse wurden lOiil Zellkulturuberstand reduziert und denaturlert, und In denaturterenden 4% 

Sammel-/B%-Trenngelen nach l^mli (Nature 227: 680, 1 970) mit dem BioRad Mini-Protean 1 1 Dual Slab Gel-System 
^ aufgetrennt (BloRad Laboratories, Richmond. CA, USA). Die Proteine wurden nach erfolgtem Gellaul mit dem BioF^ 

Mini Trans-Btot-System (BfoRad Laboratories, Richmond, CA, USA) In Transferpuffer (25mM Trie, 1 92mM Glycin) auf 

Nitrozellutose-Membranen transferiert Zur Vlsualtsierung des rekomblnanten Proteins wurde das Protoblot-System 

der Fa Promega (Madison, WIS, USA) venvendet. Als Antikorper zur Faktor IX-Bindung wurde Kaninchen-Anti-Faktor 

IXSenjm der Fa. Dakopatts (Gtostrup, Danemark) eingesetzt. 
so Aktlvltats- und Antigen-Ausbeuten typischer Zellklone und zugehoriger Negativ-Kontrollen sInd In Tabelle 4 auf- 

gefOhrt 
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Prinzipiell laBt 8ich aus den Expressionsdaten schlleBen. daB mit dem erflndungsgemaBen Expressionssystem 
im Vergleich zu dem in der Uteratur beschriebenen CHO-Expresstonssystem bererts bei nicht-^mplSizidrten initialen 
ZeDldonen erheblich hdhere Expressionswerte von rekonnbinantem Faktor IX in SK-HEP-1- und 293-Zelien erzielen 
laseen, und der Antell von funktkxiellem Faktor IX am Gesaml-Faklor IX wesentiich groGer ist. Ein weiterer Vbfteil des 
hier beschriebenen Selektkxissystems besteht darin. daO von alien nach Transfeklion/Etektroporalkxi isoiierten Ein- 
zelkkjnen alle (>S5%) auch rekombinanten Faktor IX produzieren; dies steht im krassen Gegensatz zu dem herkdmm- 
lichen CHO-dhfr-ExpressIonssystem, in dem sowohl bei Cotransfektion als auch bei Venwendung bicistronlscher mR- 
NAs ohne interne Ribosomen-Bindungsstellen nur ein Bruchteil der isoiierten Ktone Faktor IX produzieren (Ehrlfeh et 
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al., JBC264: 14298. 1989). 

Fig. 1 3 zeigt den Western Blot von rekombinantem Faktor IX aus reprasentativen 293- und SK-HEP-I-Zell-Klonen 
Im Vergleich zu plasmatischem Faktor IX und rekombinantem Faktor IX aus CHO-Zellen. 

Rekombinanter Faktor IX aus alien drei Zeliinien zeigt ein dem plasmatischen Faktor IX vergleichbares Moleku- 
6 largewicht 293-Faktor IX wurde vom 293-Klon 29M4 erhatten. SK-HEP-1 -Faktor IX vom Zellklon EP 9. Als Kontrolle 
wurde auch rekombinanter Faktor IX aus dem CHO-Zellkton F 48. der mitteis konventtoneller Faktor IX/dhfr-Cotrans- 
feklfon erstellt wurde, aufgetragen. 293-. SK-HEP-1- urKi CHO-Zellen. die keine ExpresstonsplasmWe enthallen, pro- 
duzieren keinen Faktor IX. 

Bei den Expressnnsdaten sei noch Im speziellen darauf hingewiesen, daB das Amplifikationspotentlal im vorlie- 
10 genden Beispiel noch nicht ausgenutzt wurde. Die Ausbeuten lassen eteh nach erfolgter Amplifikation noch drastisch 
steigem. 

Beispiel 5: Expressbn von rekombinantem. humanen Protein C in SK-HEP-1- und 293-Zellen 

IS Aus einer "randomly primed" humanen Leberzell-Xgtl 0-Phagen-Bibliothek wurde die cDNA des humanen Protein 

C Isoliert, Neben der kodlerenden Region enthalt die cDNA auch lOObp der untranslatlerten (UTR) 5*-Region und 
500bp der untransiatierlen 3'-Region, und ist beiderselts von EcoRI-Schnittstellen flanklert. Dieses 1 .9 kb groBe Frag- 
ment wurde in die EcoRI-Stelle des Plasmids pUCi 3 (Pharmacia) eingesetrt und pPrtC-1 genannt. 

pPrtC-1 enthalt aut Aminosaureebene im Vergleich zur publrzierten Protein C-Sequenz (Beckman et ai., NAR 13: 
^ 5233. 1 985; Foster und Davie, PNAS 81 :4766. 1 984) zwei Unterschlede: Codon 76 des reifen Protein C enthalt etatt 
der publizierten Sequenz TTC das Tripletl CTC (dies resultiert in einem Aminosaureaustausch von PHE zu LEU); zum 
anderen weisi pPrtC-1 eine In-f rame-Detetton Jener 5 Codons (5'-GGC QAC AGT GGQ GGG-?) auf, die fOr die Ami- 
nosauren 358 bis 362 (GLY-ASP-SER-QLY-GLY) des reifen Protein C kodieren. 

Mitteis Standard-Kkxilerungs-Methoden (Maniatis et al., supra) wurde mit PstI ein 1.5kb groBes Protein C-Frag- 
ment (webhes den 5' UTR, jedoch nut noch 15bp des 3' UTR-Berefchs enthalt) aus pPrtC-1 ausgeschnitten und in 
den PstI gedtfneten pTM3 (Moss et aL, Nature 348:91, 1990) inseriert; das resultierende Plasmid Ist pTM3-PrtC. 

Unter Venwendung eines Mutagenese-Sets (Sculptor In Vitro Mutagenesis Kits (Firma Amersham) und des DNA- 
Primers S'-TGTGAGCTGCXJCCATGGTGGAGGCACTGGC 3' (SEQ.ID.No. 25) wurde die mit dem Translationsinitia- 
ttonscodon ATG Oberlappende DNA-Sequenz in pTM3-PrtC in eine Ncol-Schnittstelle umgewandelt. Das resultierende 
30 PlasmkJ wurde Ned geschnitten, und rellgiert, um die in pTM3 gelegene Ncol-Schnitlstelle an die neu geschaffene 
Ncol Schnittstelle am 5'-Ende des kodlerenden Bereiches der PrtC-cDNA zu fuslonieren. Hierdurch ging der gesamte 
5' UTR der ProtC-cDNA vertoren. 

Mit Hilfe des Sculptor In Vitro Mutagenesis Kits und des Primers 5'-QTGGAAGGAGGCGACCATGGGCGGCC- 
CACTGTCGCCCTCGCAGGCATCCTGCCGGTC-3' (SEQ.ID.No. 26) wurden zunachst diefehlenden 15 Nukleotide 
3$ wieder in pTM3-PrtC inseriert, um die o.g. Deletion zu reparieren. Das resultierende Plasmid wurde pTM3-PrtCpt. mul. 
genannt. 

Auf anatoge Art wurde schlieBlich mit dem Primer 5*-GCAGTCGCAGCTGAAGGTGCCGAT-3' (SEQID.No. 27) in 
pTM3-PrtCpt mut. die Punktmutatk)n in Codon 76 in die WiMtyp-Sequenz verandert. Das resultierende PlasmkJ wurde 
pTM3-PrtCwt genannt. 

40 Wie in Fig. 14 schematisch beschrieben> wurden die PGwt bzw. PCpt. mut cDNA-Fragmente aus pTM3-PCwt. 
bzw pTM3-PCpt. mut. als Ned. Stul-Fiagment in das Ned, Smal geschnittene Plasmid pCMV-MCS I gesetzt. pCMV 
I ist ein Abkammling des PlasmWs pCMV-MCS. Dieses Plasmid belnhaltet den "immediate Early Gene"-Promoter/En- 
hancer des menschlfchen Cytomegalovinjs und 80bp der 5' UTR des zugehorigen Gens. Es schlleBt sfch die MCS mit 
der Sequenz 5'-TCGACCATGGAAGCTTATCGATCCCGGGAA TTGGGTACCG TCGACCTTGCA GGTGCACGGG 

46 CCCAG ATCTG ACTGATCGA-3' (SEQ.ID.No. 28) an. gefdgt von dem SV40 1 6S/1 9S-lntron und der SV40-Polyade- 
nytierungsstelle. 

Die resultlerenden Plasmlde pCMV-PCwt bzw. pCMV-PCpt. mut. wurden mit Kpnf geoffnet und die EDH-Kassette 
aus PlasmkJ pB4/EDHPro (siehe Beispiel 4) als KpnI-Fragment eingesetzt. Die resultierenden Plasmlde sind pCMV- 
PCwl-EDHPro bzw. pCMV-PCpt. mut-EDHPro. 
so Beide PlasmkJe wurden, wie In Beispiel 4 beschrieben, in 293-{ATCC, CRL 1573) und SK-HEP-1 -(ATCC. HTB 

52)-Zellen eingeschleust und Zellkbne Isoiiert. 

In serumfreien 24 Stunden-Zelikulturfiberstanden. die mit lOjig Vitamin K^/m\ supplementiert sind. wurden an- 
schlieBend Antlgenmenge (ELISA), Funklfonalitat (entsprechende Aklivitatstests) und qualitative Integritat (Western 
Btot-Analyee) des sekretierten, rekombinanten Proteins untersucht Die ZeOzahl wurde nach Trypsinieren der Zelien 
ss (im ZellzahlmeBgerat der Fa Scharfe, Reutlingen. Deutschland) bestimmt. 

Zur Protein C-Antigen-Bestimmung wurde ein Test-Kit (Asserachrom Factor Protein G Ag. Diagnostica Stago, Fa. 
Boehringer Mannheim) venvendet, wobei zur Standardkurven-Ersteliung ein mitgelief erter Standard benutzt wurde. 

Zum Nachweis der Gerinnungsaktivitat wurde ein Ein^tufen-Gerinnungstest unter Venwendung eines Amelung 
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KC4-CoaguIometers eingesetzt Hierbei wurden zunachst jeweits gteiche Teile der zu bestlmmenden Probe, Protein 
C-Mangelplasma, Protac und Phospholipid/Kaolin-Aktivator-Ldsung bei 37'C 4 min. Inkublert, anschlieSend zum Start 
der Reaktlon ein Tel! 25mmol CaCl2 addiert, die Gerinnungszeit gemessen, und mit einer mittels eines Protein C- 
Standards erstellten Standardkun/e enmittelt. 

s Zur Western Blot-Analyse wurden 10^1 ZellkulturOberstand reduziert und denaturiert. und in denaturierenden 4% 

SammelVI 0% Trenngelen nach Lammli (Nature 227: 680, 1 970) mit dem BtoRad Mini-Protean 11 Duai Slab Gel-System 
aufgetrennt (BioRad l.^x>ratories. Richmond. CA, USA). Die Proteine wurden nach erfolgtem Qellauf mit dem BioRad 
Mini Trans-Btot-^stem (BioRad l^aboratories, IRfchnnond, CA. USA) in Transfeipuffer (25mM Trfe, 192mM Glycin) auf 
Nitrozeliulose-Membranen transleriert ZUr Visualislerung des rekombinanten Proteins wurde das Protobiot-System 

10 der Fa. Promega (Madison, Wl. USA) verwandt. Als Antikorper zur Protein C-Blndung wurde Kaninchen-Antl-Protein 
C^erum (Pa. Dakopatts; Gtostrup, Danemark) eingesetzt 

Aktivitats- und Antigen-Ausbeuten typischer Zeilktone und zugehdriger Negativ-Kontrollen sind in Tabelle 5 auf- 
gefuhrt; Fig. 15 zeigt den Western Bkyt von rekombinanten Protein C aus 293- und SK-HEP-1 -Zellen im Vergleich zu 
plasmatischem Faktor iX. 

IS Wahrend in nicht^ransfizierten SkHepl-Zelien (Probe 563-00) kein Prc^ein C nachweisbar ist. zetgen sowoh! mit 

wt wie auch mit punktmutierter Protein C-cDNA transfizierte 293 bzw. SkHepl-Zellen entsprechende Expresskjn. In 
alien Fallen sind schwere und letehte Ketten des Protein C nachweisbar, vergleichbar dem plasmatlschen Protein C. 
Von 293 und SkHepl-Zellen produziertes wt-ProteIn C ist jedoch nur zu etwa 50% (Ktane 568-12. 568-3) bzw. 30% 
(Klone 563-15. 563-8) in schwere und lek:hte Ketten prozessiert, wahrend das verbleibende Material als unprozes- 

^ siertes 'single-chain'-MoiekCl vorliegt. Im Gegensatz dazu ist das punktmutierte Protein C zum Qbemviegenden Teil In 
schwere und letehte Ketten prozessiert, wie an den UberstSnden der beUen 293 ZelUdone 540-18 und 540-20 erskdit- 
Ibh ist Die Molekulargewbhte eines mit aufgetragenen GroBenmartcers sind an der rechten Seite der Fig. IS ange- 
geben. 

Der Artikel von Grinnell et at. Adv. Appl. Btotechnol. Series 1 1 : 2963. 1 990. faOt die wt-Protein C-Expressionsdaten 
^ der Arbeitsgruppe bel Eli Ully zusammen. HIeraus wird erstehtltoh. daO bei tnltialselektierten, nicht-amplifizierten Zell- 
klonen die maximal en-efchten Expressionsdaten 1,15 jig/10®-Zellen und Tag nfcht Oberschritten; bei dem von uns 
beschriebenen Expressionssystem sind im Gegensatz dazu durchaus 3-fach hohere Expressionsraten moglich, wie 
im Falle des Kkans 568-12 demonstriert (Tabelle 5). 
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Beispiel 6: Expression von humanem Serum Albumin (HSA) In transformierten SK+iEP-1-Zellen 
Konstruktion des HSA-Expresslonsplasmids: 

Das Expressionsplasmid pCMVFVIIIdB928/EDHPfo (siehe Beispiel 2) wurde mit Smal und Sail geschnitten, die 
FVIII-cDNA entfemt und mit der Smal, SaO geschnrttene HSA-cDNA aus pAIb4 liglert. Dabei entstand das Expressi* 
onsplasmid pCMVHSA/EDHPro (Fig. 17). 

Herstedung und Analyse von pCMVHSA/EDHPro-transfizierten Zellinlen: 

Analog den Beschreibungen bei Beispiel 2 wurden SK-HEP-I-Zellen mit dem Expressionsplasmid pCMVHSA/ED- 
HPro transfiziert und stabil HSA-exprtmierende ZeUinien selektiert. Die Selektion erfolgte mit HyB beginnend bei 200 
|ig/ml und wurde in der Fotge auf 400 ng/iml erb&hl Im AnschluO an die Selektion mit HyB wurden die SK-HEP-1 -Zellen 
ausgehend von 1 CO nM MTX uber die dhf r-Einhelt des E DH-Markers amplifiziert. Auf der Sluf e von 400 ^ig HyB konnten 
bis zu 1 .7 |ig HSA/IO^-Zellen und 24 Stunden und 2.6 ^ig HSA/ml nachgewiesen werden. Die Identrtat des exprimierten 
HSA mit plasmatischem HSA und HSA aus Pichia pastoris wurde mittels Western Biot-Analysen festgesteilt (Fig. 16). 
Die HSA-Ouantifizierung erfolgte mittels EUSA-Bestimmungen. 

Materialien und Methoden 

Konstruktion der Plasmide: 

pCMVHSA/EDHPro: pCMVFVIIIdB92B/EDHPro wurde mit Smal und Sail geschnrtten. das FVIIIdB928-Fragment 
entfemt und stattdessen figlert mit dem Smal. Sail geschnittene HSA-Fragment aus pAlb4 (Fig. 17). pAIb4 selzt sksh 
aus pBluescript 4 SK- und der HSA-cDNA (Lawn et al.. Nucleic Acid Res. 9: 6103-61 14, (1981 ); Dugaiczyk et al.. PNAS 
79: 71-75 (1982)) zusammen. 

Herstellung der permanenten Zellinlen: 

Initialselekdon und Ampllfikatkxi erfolgten wie in Beispiel 2 beschrieben. 

HSA-Quantifizierung mittels EUSA: 

Die HSA-Quantifizlerung im ELISA erfolgte mittels des monoklonalen Anti-HSA-Antlkorpers (Pierce) und des von 
Dakopatts, Danemark, erhaltttchen Kaninchen-AnthHSA-Antikorperserums, wek^hes direkt mit Peroxklase gekoppelt 
vorlag. 

Proteinnachweis mittels Western Blot-Analysen: 

Die Western Blot-Analysen wurden entsprechend den Beschreibungen in Beispiel 2 durchgef Qhrt. Als erster An- 
tikdrper wurde ein monoktonaler Anti-HSA-Antikdrper (Monosan; Sanbb, Niederlande) in einer Vsrdunnung von 1 :500 
eingesetzt Als zwetter Antikdrper wurde ein Ziege-Anti-Maus-Antikdrper (Fimia BbRad. USA) in einer \ferdQnnung 
von 1:7500 venwendet. 



Patentanspruche 

1 . Expressionsplasmid, das eine dfcistronlsche Tnanskriptions-ZTranslatfonseinheit enthalt, welche eine Sequenz f Or 
ein Fremdprotein und eine Sequenz f Qr ein Fusksnsprotein umfaSt, wobei das Fusionsprolein mindestens einen 
Selektions- und mindestens einen Amplifikatfonsmarker enlhall. 

2. ExpresstonspiasmkI nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB die dk^istronische Transkriptlons/Translati- 
onselnhelt zusatzlkii eine inteme Ribosomenbindungsstelle umfaOt 

3. Expressksnsplasmid nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die inteme RibosomenbindungssteHe die 5^- 
nteht-translalierte Region des Encephalomyocarditis Virus (EMCV 5'UTR) ist. 

4. Expressionsplasmid nach einem der AnsprOche 2 Oder 3. dadurch gekenrueichnet, daB die kodierende Sequenz 
fur das Frenuiprotein 5' und die kodierende Sequenz fOr das Fusk>nsprotetn 3* von der intemen Ribosomenbin- 
dungsstelle Beigit. 
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5. Expressionsplasmtd nach ainem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. dalB das Fremdgen und die 
Sequenz fOr das Fusionsprotein in eine dtcistronische mRNA transkribierbar slnd. 

6. Expresslonspiasmki nach ©inem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daS die dicistronische Iran- 
skriptionsVTranslalionseinheit nur einen Promotor. vorzugsweise den CMV-Pron)otor, den SV 40-Ptomotor Oder 
den humarten p-Actin-Promotor, umfaBt. 

7. Expressksnsplasmki nach einem der AnsprOdie 1 bis 6. dadurch gekennzekdinet. daB die dicistronische Tran- 
8knptk)ns-/TrBn8latk}nseinheit zusatzlich ein Intron, vorzugsweise das Intron des SV40 t-Antigens. das 16s/19s- 
Intron oderdae erste Intron des humanen p-Actin-Gens, und ein Poly-Adenylierungssignai, vorzugsweise das der 
f ruhen oder spaten Transkrfptkxiseinheit des SV40-Virus. enthSlt. 

8. ExpressionsplasmW nach eInem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daQ die Sequenz fur das Fusi- 
onsprotein aus zwei Teilsequenzen, namlich einem hochamplifizierbaren Amplifikationsmarkergen. vorzugsweise 
dem Dlhydrofolat Reduktase-Gen, und einem Selektkmsmarkergen, vorzugsweise dem Hygromycin B-Phospho- 
transferase-Gen, besteht. 

9. Expressionsplasmki nach einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB das SelekltonsVAmplifika- 
tionsmarker-Fusionsprotein bifunktioneli ist und die fur das Fusionsprotein kodierende Sequenz so konstruiert ist. 
da3 der 5'-kodierenden Teitsequenz das Stopkodon und der 3'-kodierenden Teilsequenz gegebenenfalts das Start- 
kodon fehlt. 

ia Expressionsplasmki nach einem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet. daB die kodierenden Sequenzen 
der beiden Proteinanteile der Sequenz f Or das Fusionsprotein durch einen Spacer getrennt sind, der insbesondere 
aus einem 15 NuUeotkle langen Spacer besteht. 

1 1 . ExpressionspiasmU nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet. daB die Spacersequenz f Or 5 Glycinreste kodiert 
und die Sequenz GGA GGC GGQ GQT GGA (SEQ.ID.NO. 2) auhAreisL 

12. Expressionsplasmki nach Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet. daB die Spacersequenz f Or 5 Protlnreste kodiert 
und die Sequenz CCA CCC CCG CCT CCA (SEQ.ID.NO. 1) aufweist 

13. Expressionsplasmid pCi^V/EDH-Sp, pCI^V/EDHQIy oder pCMV/EDHPro. 

14. Expressionspiasmid nach einem der AnsprOche 1 bis 12. dadurch gekennzeichnet. daB die Sequenz fOr das 
Frenrtdprotein eine Sequenz fOr ein humanes Plasmaprotein oder ein virales Protein bzw em Derivat oder ein 
Fragment davon umfaBt. 

15. Expressionsplasmki nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet. daB die Sequenz fOr das Fremdprotein eine 
Sequenz fur die humane Prothrombin^DNA umfaBt. 

ia Expressionsplasmid pCIWVFII/EDH-Sp. pCMVFII/EDHGly oder pCIWV-FII/EDHPro. 

17. Expresstonsplasmki nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz fOr das Fremdprotein eine 
Sequenz fOr die humane Faktor VIII-cDNA umfaBt. 

ia Expressionsplasmid pGMVFVIIIc/EDH-Sp. pCMVFVIIIc/EDHQIy oderpGMVFVIIIc/EDHPro. 

10. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. daO die Sequenz fur das Fremdprotein eine 
SaiuenzfOr die Deletionsmutante dB92B des hunnanen Faktor VIII umfaBt. 

20. Expressionsplasmki pCMVFVIIIdB928/EDH-Sp, pCMVFVIIIdB92a/EDHGIy oderpCMVFVIHdB92a/EDHPro. 

21. Expressionsplasmki nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet. daB die Sequenz tOr das Frenrtdproteln eine 
Sequenz f Or die humane Faktor IX-cDNA umfaBt 

22. Expressksnspiasmid pCMV-FIX-EDH^. pCMV-FIX-EDHGly oder pCMV-FIX-EDHPro. 
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23. Expressionspiasmki nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz fOr das Fremdprotein eine 
Sequenz f Or die humane Protein C-cDNA umfalM. 

24. Expressionsplasmid pCMV-PCwt-EDH-Sp. pCMV-PCwt-EDHPro, pCMV-PCwt-EDHGly, pCMV-PCpt. mut.-EDH- 
s Sp. pCMV-PCpl.mut-EDHPro oder pCIWV-PCpt. mut,-EDHGIy. 

25. Expressionsplasmid nach Anspruch 14. dadurch gelcennzeichnet, daB die Sequenz fOr das Fremdprotein eine 
Sequenz f Or die humane von Willebrand Faidor-cDNA umfaBL 

10 26. Expresslonsplasmlde pAct-vWF-EDH-Sp. pAct-vWF-EDHPro und pAct-vWF-EDHGly. 

27. Expressionsplasmid nach einem der Ansprflche 1 bis 26, dadurch gelcennzeichnet. daB es eine oder mehrere 
Expressionslcassetten umfaBt. welche die DMA Sequenzen SEQJD.NO. 6, SEQ.ID.NO. 7 oder SEQ.ID.NO. 8 

enthalten. 

IS 

28. Fusionsprotein, dadurch gelcennzeichnet, daB es aus einem hoch-amplifizlerbaren Amplifikationsmarlcer und 
einem Selektionsmarfcer tiesteht. 

29. Fusionsprotein nach Anspnjch 28, dadurch gekennzeichnet, daB dem 5'-kodierenden Gen fOr den Amplifikatkms- 
20 marker das Stopkodon und dem 3 -kodierenden Gen fOr den Selektionsmarker das Startkodon fehlt. 

30. Fuskmsprotein nach Anspruch 28. dadurch gekennzenhnel, daB der Ampiifikattonsmarker und der Selekttons- 
marker durch ein Spacerprotein getrennt eind, das vorzugsweise aus mindestens 5 Glycinresten oder aus minde- 
stens 5 Prolinresten besteht 

2S 

31. Fuskxisprotein nach einem der Anspruche 28 bis 30, dadurch gekennzetohnet, daB der Selekttonsmarker-Beretch 
eine Amplifizlerungsfunktlon aufweist. 

32. Fuskxisprotein, wetehes die Aminosauresequenz SEQ.ID.NO. 3, SEQ.ID.NO. 4 oder SEQ.ID.NO. 5 aufweist. 

33. Transfizierte eukafyontische Zeilinie, vorzugsweise ausgewahit aus den Zeliinien OHO, 293 oder humane Leber- 
zellinien, wie SK-HEP-1 oder Chang Liver, die mit einem Expressk}nspiasmk:l nach einem der AnsprQche 1 bis 27 
transfizlert ist und ein Frenrtdprotein exprimiert. 

3S 34. Transfizierte eukaryontische Zeilinie nach Anspnich 33, dadurch gekennzekshn^, daB sie das humane Prothrom- 
bin exprimiert. 

35. Transfizierte eukaryontische Zeilinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzetehnet. daB sie den humanen Faktor 
VIII exprimiert. 

40 

36. Transfizierte eukaryontische Zeilinie nach Anspnich 33, dadurch gekennzetehnet, daB sie die Delettonsmutante 
dB928 des humanen Faktors Vilt exprimiert. 

37. Transfizierte eukaryontische Zeilinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB sie den humanen Faktor 
46 IX exprimiert. 

38 Transfizierte eukaryontische Zeilinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB sie das humane Protein C 
exprimiert. 

so 3a Transfizierte eukaryontische Zeilinie nach Anspruch 33, dadurch gekennzetehnet, daB sie den humanen von Wil- 
lebrand Faktor exprimiert 

4a Verfahren zur Herstellung von Fremdprotetnen, dadurch gekennzebhnet, daB eine eukaryontische Zeilinie mit 
einem Expressionsplasmid nach einem der AnsprOche 1 bis 27 transfiziert wird, die erhaftenen Ktone durch einen 
^ SelektbnsprozeB unter der Kontrolte eines Selektionsmarkers isoliert und dabei vorzugsweise glerchzeitig ampli- 

fizieit werden. anschlieBend unter der KontroUe eines Amplrfikationsmaricers eine weitere Amplifikatksn erfolgt, 
wobei das Fremdprotein exprimiert und geemtet wird. 
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41. Verfahren nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet daB der SelektionsprozeO unter Verwendung von Hygro- 
mycin B und die weitere Amplifikation unter Verwendung von Methotrexat erfolgt. 

42. Verfahren nach Anspruch 40 oder 41 . dadurch gekennzeichnel, daB ais Zellinien CHO, 293 oder humane Leber- 
zellinien. wie SK-HEP-1 oder Chang Liver, mit einem Expressionsplasmid gemaO einem der Anepruche 1 bis 27 
transfiziert werden. 

43. Verfahren nach ehem der Ansprflche 40 bis 42, dadurch getcennzeichnet, daB lekombinante Blutgerinnungsfak- 
toren oder virale Proteine hergesteilt werden. 

44. Verfahren nach einem der AnsprOche 40 bis 43, dadurch gekennzetehnet, daB rekomblnantes hunrtanes Prothrom- 
bin, rekombinanter humaner Faktor VIII, rekomblnanter humaner FVIIIdB92B, rekomblnanter humaner Faktor IX, 
rekomblnantes humanes Protein C. rekomblnanter hunnaner von Willebrand-Faktor oder rekonri>inante8 humanes 
Serumalbumin hergesteilt werden. 

45. Fremdprotein-Praparation, erhattiich durch ein Verfahren gemfiB einem der AnsprOche 40 bis 44. 

46. Humane Plasmaprotein-Praparation oder virale Proteine, erhalllich durch ein Verfahren gemaO einem der AnsprO- 
che 40 bis 44. 

47. Aktive humane Prothrorrtbln-Praparalion, erhaltlich durch ein Verfahren gem§B einem der AnsprOche 40 bis 44. 
4a Aktrve humane Faktor Vlll-Praparatton, ert«ttlich durch ein Verfahren gemaB einem der AnsprOche 40 bis 44. 

48. Aktive humane, deletierte FVIIIdB928-Praparatk)n, eriiSltlich durch ein Vferfahren gemaB einem der AnsprOche 40 
bis 44. 

50. Aktive humane Faktor tX-Praparation, erh3ltlk:h durch ein Verfahren gemaB einem der AnsprOche 40 bis 44. 

51. Aktrve humane Protein C-PrSparatton, erhattik^ durch ein Verfahren gemaB einem der Anspriiche 40 bis 44. 

52. Aktive humane von Wiliebrand Faktor-Prfiparalbn, ertidttlich durch ein Varfahren gemaB einem der AnsprOche 
40 bis 44. 

53. Phanmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine Praparatfon gemaB einem der Ansprflche 45 bis 52. 

54. Venvendung von SkHep-1-Ze«en ate Expres8k>nsvehikel fOr Prothrombin, Faktor VIII, Faktor Vlil dB92B, Faktor 
IX, Protein C, von Willebrand-Faktor und/oder Seaimalbumin. 
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MVRPLNCIVA VSQNMGIGKN GDLPWPPLRN EFKYFQRMTT TSSVEGKQOT. 



VIMGRKTWFS IPEKNRPI«KD RINIVLSREL KEPPRGAHFL AKSLDDALRL 



lEQPELASKV DKVWIVGGSS VTQEAMNQPG HLBLFVTRIH QEFESOTFFP 



EIDLGKTKLI. PETPGVLSEV QEEKGIKYKF EVYEKKFELT ATSVEKFLIE 



KFDSVSDLHQ LSEGEESRAF SFDVGGRGTV LRVNSCADGF YKDRYVTRHF 



ASAAI.PIPEV LDIGEFSESIi T7CISRRAQG VTLQDLPETE LPAVDQPVAE 



AMDAIAAADL SQTS6FGPFG PQGIGQYTTI? RDFICAIADF HVYRHQTVMD 



DTVSASVAQA LDELMLWAED CPEVRHLVHA DFGSNNVLTD NGRITAVIDW 



SEAMFGDSQY EVANIFFWRP WLACMEQQTR YFERRHPELA GSPRLRAYML 



RIGLDQLYQS LVDGNFDDAA WAQGRCDAIV RSGAGTVGRT QIARRSAAVW 



TDGCVEVUVD SGNRRPSTRP RAKE 



Fig. 5-A 
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MVRPLNCIVA VSQNMGIGKN GDLPWPPXiRN EFKYFQRMTT TSSVEGKQNL 

VIMGRKTV7FS IFEKNRPUCD RINIVI.SR£Ii KEFPRGAHFL AKSLDDAZiRL 

lEQPELASKV DMVWIVGGSS V7QEAMNQFG HLRLFVTRIM QEFESDTFFF 

EIDLGKYKLL PEYFGVLSEV QEEK6IKYKF EV7EKKGRLR TGGGGGN RRI 

Glycin Spacer 

PPELTATSVE KCLIEKFDSV SDLMQI^EGE ESRAFSFDVG GRGTVLRVNS 
CADGFTKDR7 VYRHFASAAL PIPEVU}IGE FSESLTYCIS RRAQGVTLQD 
LPETELPAVL QPVAEAMDJa A1VADLSQTS6 F6PFGPQGIG QYTTWROFIC 
AIAOPHVYHtf QTVMDDTVSA SVAQALDELM LWAEOCPEVR HLVHAOFGSN 
NVLTDKGRIT AVIDWSEAMF GDSQYEVANI FFWRPWLACM EQQTRYFERR 
HPELAGSPRL RAYMLRIGLD QLYQSLVDGN FDDAAWAQGR CDAIVRSGAG 
TVGRTQIARR SAAVWTDGCV EVLADSGNRR PSTRPRAKE 

Fig. 5-B 
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MVRPLNCIVA VSQNMGIGKK GDLPWPPLRN EFKYFQRMTT TSSVEGKQNL 

VIHGRKTWFS IPEKNRPLKD RINIVLSREL KEPPRGAHFL AKSLDDALRL 

lEQPEIiASKV DMVWIVGGSS VTQEAMNQFG HI1RI.FVTRIM QEFESOTFFP 

EIDLGKYKLL PEYPGVLSEV QEEKGIKYKF EVYEKKGRF P PBPPV RNRRI 

Proiin Spacer 

PPELTATSVE KFLIEKFDSV SDLMQLSEGE ESRAFSFDVG GH67VLRVKS 
CAX>GFYKDRY VYRHFASAiOi PIFEVLDIGE FSESLTYCIS RRAQGVTXiQD 
LPETELPAVL QPVAEAMDAI AAADLSQTSG FGPFGPQGZG QYTTHKOFZC 
AIADPHVYHW QTVMDDTVSA SVAQALDELM LWAEDCPEVR HLVKAOFGSN 
NVLTDNGRIT AVIDWSEAMF GDSQYEVAMI FFWRPWLACM EQQTRYFERR 
HPELAGSPRL RAYMLRIGLD QLYQSLVDGN FDDAAWAQGR CDAIVRSGAG 
TVGRTQIARR SAAVWTDGCV EVLADSGNRR PSTRPRAKE 
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Fig. 10 
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Fig. 11 
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SBQUENZPROTOKOLL 



<1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(1) ANMELDER: 

(A) NAME: Sabine Herlitschka 

(B> STRASSE: Budinskygasse 7/15 

(C) ORT: Wien 

(D) BUKDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 1190 

(A) NAME: Uwe Schlokat 

<B) STRASSE: Hauptstrasse 51 

iC) ORT: Orth/Donau 

{D> BUNDESLAND: Austria 

{E\ LAND: Austria 

<F| POSTLEITZAHL: 2304 

(A) NAME: PaLko Guenther Falkner 
<B) STRASSE: Neusiedlzeile 76A 

(C) ORT: Orth/Donau 

(D) BUNDESLAND: Austria 

(E) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 2304 

(A) NAHB: Friedrich Dorner 

(B) STRASSE: Peter linigasse 17 
<C) ORT: Wien 

(D) BUNDESLAND: Austria 

{£) LAND: Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 1238 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUN6: Selektion und Esqpression von 

Fremd^roteinen mlttels eines Selektions-Ampliflkaticns-System 

<iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 28 

(iv) COMPUTER- LESBARB FASSUN6: 

(A) DATENTR&GER: Floppy disk 

(B) CXDMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 1: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LjiNGB: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
CCACCCCCGC CTCCA 

Fig. 16-A 
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(2) ANGABEM ZU SBQ XD NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) lAngE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotxd 

(C) STRAN6F0RH: Elnzel Strang 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(11) ART DBS MOLEXOlS: Sonstlge Nucleinsaure 
(A) BBSCHREIBUNG: /desc ^ "synthetic* 

Cxi) SEQUENZBESCHREZBUN6: SEQ ID NO: 2: 

GGAOGGGGGG GTGGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lXnGB: 524 Azninosfluren 

(B) ART: Aminosllure 

(C) STRANGFORH: Binzelstrang 

(D) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Protein 



Cxi) SEQUENZBESCHREIfiUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Val Arg Pro Leu Asn Cys lie Val Ala Val Ser Gin Asn Met Gly 
IS 10 15 

lie Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Trp Pro Pro Leu Arg Asn Olu Phe 
20 25 30 

Lys Tyr Phe Gin Arg Met Thr Thr Tfar Ser Ser Val Olu Oly Lys Oln 
35 40 45 

Asn Leu Val lie Met Gly Arg Lys Tfar Trp Phe Ser lie Pro Glu Lys 
50 55 60 

Asn Arg Pro Leu Lys Asp Arg He Asn He Val Leu Ser Arg Glu Leu 
65 10 75 80 

Lys Glu Pro Pro Arg Gly Ala His Phe Leu Ala Lys Ser Leu Asp Asp 
85 90 95 

Ala Leu Arg Leu He Glu Gin Pro Glu Leu Ala Ser Lys Val Asp Met 

100 105 110 

Val Trp He Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gin Glu Ala Met Asn Gin 
115 120 125 

Pro Gly His Leu Arg Leu Phe Val Thr Arg He Met Gin Glu Phe Glu 
130 135 140 

Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu He Asp Leu Gly Lys Tyr Lys Leu Leu 
145 150 155 160 

Pro Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Glu Val Gin Glu Glu Lys Gly He 
165 170 175 

Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys Pro Glu Leu Thr Ala Thr 
180 185 190 



Fig. 16-B 
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Ser Val Glu Lys Phe Leu lie Glu Lys Phe Asp Ser Val Ser Asp Leu 
195 200 205 

Met Gin Leu Ser Glu Gly Glu Glu Ser Arg Ala Phe Ser Phe Asp Val 
210 215 220 

Gly Gly Arg Gly Tyr Val Leu Arg Val Asn Ser Cys Ala Asp Gly Phe 
225 230 235 240 

Tyr Lys Asp Arg Tyr Val Tyr Arg His Phe Ala Ser Ala Ala Leu Pro 

245 250 255 

lie Pro Glu Val Leu Asp lie Gly Glu Phe Ser Glu Ser Leu Thr Tyr 
260 265 270 

cys lie Ser Arg Arg Ala Gin Gly Val Thr Leu Gin Asp Leu Pro Glu 
275 280 285 

Thr Glu Leu Pro Ala Val Leu Gin Pro Val Ala Glu Ala Met Asp Ala 

290 295 300 

lie Ala Ala Ala Asp Leu Ser Gin Thr Ser Gly Phe Gly Pro Phe Gly 
305 310 315 320 

Pro Gin Gly lie Gly Gin Tyr Thr Thr Trp Arg Asp Phe lie Cys Ala 
325 330 335 

lie Ala Asp Pro His Val Tyr His Trp Gin Thr Val Met Asp Asp Thr 
340 345 350 

Val Ser Ala Ser Val Ala Gin Ala Leu Asp Glu Leu Met Leu Trp Ala 

355 360 365 

Glu Asp cys Pro Glu Val Arg His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser 
370 375 380 

Asn Asn Val Leu Thr Asp Asn Gly Arg He Thr Ala Val He Asp Trp 
385 390 395 400 

Ser Glu Ala Met Phe Gly Asp Ser Gin Tyr Glu Val Ala Asn He Phe 
405 410 415 

Phe Trp Arg Pro Trp Leu Ala Cys Met Glu Gin Gin Thr Arg Tyr Phe 
420 425 430 

Glu Arg Arg His Pro Glu Leu Ala Gly Ser Pro Arg Leu Arg Ala Tyr 
435 440 445 

Met Leu Arg He Gly Leu Asp Gin Leu Tyr Gin Ser Leu Val Asp Gly 
450 455 460 

Asn Phe Asp Asp Ala Ala Trp Ala Gin Gly Arg Cys Asp Ala He Val 
465 470 475 480 

Arg Ser Gly Ala Gly Thr Val Gly Arg Thr Gin He Ala Arg Arg Ser 
485 490 495 

Ala Ala Val Trp Thr Asp Gly Cys Val Glu Val Leu Ala Asp Ser Gly 
500 505 510 

Asn Arg Arg Pro Ser Thr Arg Pro Arg Ala Lys Glu 
515 520 



Fig. 16-C 
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(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAMGB: 539 Amlnosaurexi 

(B) ART: Arainosfiure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(O) TOPOLOGIB: linear 

(ii) ART DES MOI^EKOLS: Protein 



(ix) MERKMAL: 

(A) HAHE/SCHL(;SSEL: Peptide 

(B) LACE: 192.. 196 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /notes "Glycin Spacer 



(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Val Arg Pro Leu Asn Cys lie Val Ala Val Ser Gin Asn Met Gly 
15 10 15 

He Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Trp Pro Pro Leu Arg Asn Glu Phe 
20 25 30 

Lys Tyr Phe Gin Arg Met Thr Thr Thr Ser Ser Val OIu Gly Lys Gin 
35 40 45 

Asn Leu Val He Met Gly Arg Lys Thr Trp Phe Ser He Pro Glu Lya 
SO 55 60 

Asn Arg Pro Leu Lys Asp Arg He Asn He Val Leu Ser Arg Glu Leu 
65 70 75 80 

Lys Glu Pro Pro Arg Gly Ala His Phe Leu Ala Lys Ser Leu Asp Asp 
85 90 95 

Ala Leu Arg Leu He Glu Gin Pro Glu Leu Ala Ser Lys Val Asp Met 
100 105 110 

Val Trp He Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gin Glu Ala Met Asn Gin 
lis 120 125 

Pro Gly His Leu Arg Leu Phe Val Thr Arg He Met Gin Glu Phe Glu 
130 135 140 

Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu He Asp Leu Gly Lys Tyr Lys Leu Leu 
145 150 155 160 

Fro Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Glu Val Gin Glu Glu Lys Gly He 
165 ' 170 175 

Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys Gly Arg Leu Arg Thr Gly 
180 185 190 

Gly Gly Gly Gly Asn Arg Arg He Pro Pro Glu Leu Thr Ala Thr Ser 

195 200 205 

Val Glu Lys Phe Leu He Glu Lys Phe Asp Ser Val Ser Asp Leu Met 
210 215 220 

Gin Leu Ser Glu Gly Glu Glu Ser Arg Ala Phe Ser Phe Asp Val Gly 
225 230 235 240 

Gly Arg Gly Tyr Val I*eu Arg Val Asn Ser Cys Ala Asp Gly Phe Tyr 
245 250 255 



Fig. 16-D 
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Lys Asp Arg Tyr Val Tyr Arg His Phe Ala Ser Ala Ala Leu Pro lie 

260 265 270 

Pro Glu Val Leu Asp lie Gly Glu Phe Ser Glu Ser Leu Thr Tyr Cys 
275 280 285 

lie Ser Arg Arg Ala Gin Gly Val Thr Leu Gin Asp Leu Pro Glu Thr 
290 295 300 

Glu Leu Pro Ala Val Leu Gin Pro Val Ala Glu Ala Met Asp Ala He 
305 310 315 320 

Ala Ala Ala Asp Leu Ser Gin Thr Ser Gly Phe Gly Pro Phe Gly Pro 
325 330 335 

Gin Gly He Gly Gin Tyr Thr Thr Trp Arg Asp Phe He Cys Ala He 
340 345 350 

Ala Asp Pro His Val Tyr His Trp Gin Thr Val Met Asp Asp Thr Val 
355 360 365 

Ser Ala Ser Val Ala Gin Ala Leu Asp Glu Leu Met Leu Trp Ala Glu 
370 375 380 

Asp Cys Pro Glu Val Arg His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser Asn 
385 390 395 400 

Asn Val Leu Thr Asp Asn Gly Arg He Thr Ala Val He Asp Trp Ser 
405 410 415 

Glu Ala Met Phe Gly Asp Ser Gin Tyr Glu Val Ala Asn He Phe Phe 
420 425 430 

Trp Arg Pro Trp Leu Ala Cys Met Glu Gin Gin Thr Arg Tyr Phe Glu 
435 440 445 

Arg Arg His Pro Glu Leu Ala Gly Ser Pro Arg Leu Arg Ala Tyr Met 
450 455 460 

Leu Arg He Gly Leu Asp Gin Leu Tyr Gin Ser Leu Val Asp Gly Asn 
465 470 475 480 

Phe Asp Asp Ala Ala Trp Ala Gin Gly Arg Cys Asp Ala He Val Arg 
485 490 495 

Ser Gly Ala Gly Thr Val Gly Arg Thr Gin He Ala Arg Arg Ser Ala 
500 505 510 

Ala Val Trp Thr Asp Gly Cys Val Glu Val Leu Ala Asp Ser Gly Asn 
515 520 525 

Arg Arg Pro Ser Thr Arg Pro Arg Ala Lys Glu 
530 535 



(2) ANGABEN ZU SCQ ID NO: 5: 

<i} SEQUENZKENNZEICHEK: 

(A) lAnGE: 539 AminosAuren 

(B) ART: Aminosaure 

{C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEROLS: Protein 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAHE/SCHLOSSEL: Peptide 

(B) LAGE:I90. .194 

(D) SONSTIGB ANGABEN:/note= "-Prolin Spacer"* 



(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Met Val Arg Pro Leu Asn Cys He Val Ala Val Ser Gin Asn Met Gly 
15 10 IS 

lie Gly Lys Asn Gly Asp Leu Pro Trp Pro Pro Leu Arg Asn Glu Phe 
20 25 30 

Lys Tyr Phe Gin Arg Met Thr Thr Thr Ser Ser Val Glu Gly Lys Gin 
35 40 45 

Asn Leu Val He Met Gly Arg Lys Thr Trp Phe Ser He Pro Glu Lys 
SO 55 60 

Asn Arg Pro Leu Lys Asp Arg He Asn He Val Leu Ser Arg Glu Leu 
65 70 75 BO 

Lys Glu Pro Pro Arg Gly Ala His Phe Leu Ala Lys Ser Leu Asp Asp 
85 90 95 

Ala Leu Arg Leu He Glu Gin Pro Glu Leu Ala Ser Lys Val Asp Met 
100 105 110 

Val Trp He Val Gly Gly Ser Ser Val Tyr Gin Glu Ala Met Asn Gin 
115 120 125 

Pro Gly His Leu Arg Leu Phe Val Thr Arg He Met Gin Glu Phe Glu 
130 135 140 

Ser Asp Thr Phe Phe Pro Glu He Asp Leu Gly Lys Tyr Lys Leu Leu 
145 150 155 160 

Pro Glu Tyr Pro Gly Val Leu Ser Glu Val Gin Glu Glu Lys Gly He 
165 170 175 

Lys Tyr Lys Phe Glu Val Tyr Glu Lys Lys Gly Arg Phe Pro Pro Pro 
180 185 190 

Pro Pro Val Arg Asn Arg Arg He Pro Pro Glu Leu Thr Ala Thr Ser 

195 200 205 

Val Glu Lys Phe Leu He Glu Lys Phe Asp Ser Val Ser Asp Leu Met 
210 215 220 

Gin Leu Ser Glu Gly Glu Glu Ser Arg Ala Phe Ser Phe Asp Val Gly 
225 230 235 240 

Gly Arg Gly Tyr Val Leu Arg Val Asn Ser Cys Ala Asp Gly Phe Tyr 
245 250 255 

Lys Asp Arg Tyr Val Tyr Arg His Phe Ala Ser Ala Ala Leu Pro He 
260 265 270 

Pro Glu Val Leu Asp He Gly Glu Phe Ser Glu Ser Leu Thr Tyr Cys 
275 280 285 

He Ser Arg Arg Ala Gin Gly Val Thr Leu Gin Asp Leu Pro Glu Thr 
290 295 300 

Glu Leu Pro Ala Val Leu Gin Pro Val Ala Glu Ala Met Asp Ala He 



305 



310 



315 



320 
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Ala Ala Ala Asp Leu Ser Gin Thr Ser Gly Phe Gly Pro Phe Gly Pro 

325 330 335 

Gin Gly lie Gly Gin Tyr Thr Thr Trp Arg Asp Phe lie Cys Ala lie 
340 345 350 

Ala Asp Pro His Val Tyr His Trp Gin Thr Val Met Asp Asp Thr Val 
355 360 365 

Ser Ala Ser Val Ala Gin Ala Leu Asp Glu Leu Met Leu Trp Ala Glu 
370 375 380 

Asp Cys Pro Glu Val Arg His Leu Val His Ala Asp Phe Gly Ser Asn 
385 390 395 400 

Asn Val Leu Thr Asp Asn Gly Arg lie Thr Ala Val lie Asp Trp Ser 
405 410 415 

Glu Ala Met Phe Gly Asp Ser Gin Tyr Glu Val Ala Asn lie Phe Phe 
420 425 430 

Trp Arg Pro Trp Leu Ala Cys Met Glu Gin Gin Thr Arg Tyr Phe Glu 
435 440 445 

Arg Arg His Pro Glu Leu Ala Gly Ser Pro Arg Leu Arg Ala Tyr Met 
450 455 460 

Leu Arg lie Gly Leu Asp Gin Leu Tyr Gin Ser Leu Val Asp Oly Asn 
465 470 475 480 

Phe Asp Asp Ala Ala Trp Ala Gin Gly Arg Cys Asp Ala lie Val Arg 
485 490 495 

Ser Gly Ala Gly Thr Val Gly Arg Thr Gin He Ala Arg Arg Ser Ala 
500 505 510 

Ala Val Trp Thr Asp Gly Cys Val Glu Val Leu Ala Asp Ser Gly Asn 
515 520 525 

Arg Arg Pro Ser Thr Arg Pro Arg Ala Lys Glu 
530 535 



(2) ANOABEN ZU SGQ ID NO: 6: 
(i) 



(A) UiNGE: 2079 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

ACCATATTGC CGTCTTTTGG CAATGTGAGG GCCCGGAAAC CTGGCCCTGT CTTCTTGACG 60 

AGCATTOCTA GGGGTCTTTC CCCTCTCGCC AAAGGAATGC AAGGTCTGTT GAATGTCGTG 120 

AAGGAAGCAG TTCCTCTGGA AGCTTCTTGA AGACAAACAA CGTCTGTAGC GACCCTTTGC 180 

AGGCAGCGGA ACCCCCCACC T6GCGACAGG TGCCTCTGCG GCCAAAAGCC ACGTGTATAA 240 

GATACACCTG CAAAG6CGGC ACAACCCCAG TGCCACGTTG TGAGTTGGAT AGTTGTGGAA 300 

Fig. 16-G 
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AGAGTCAAAT GGCTCTCCTC AAGCGTATTC AACAAOGGGC T6AA06A1GC CCAGAAGGTA 360 

CCCCATTGTA TGGGATCTGA TCTGGGGCCT CGGTGCACAT GCTTTACATG TGTTTAGTCG 420 

AGGTTAAAAA ACGTCTAGGC CCCCCGAAOC ACGGGGACX5T GGTTTTCCTT TGAAAAACAC 480 

GATAATACCA TGGTTCGACC ATTGAACTGC ATCGTCGCCG T61CCCAAAA TATGGGGATT 540 

GGCAAGAAGG GAGACCTACC CTGGCCTCC6 CTCAGGAACG AGTTCAA6TA CTTCCAAAGA 600 

AT6ACCACAA CXTTCTTCAGT GGAAGGTAAA CAGAATCTGG T6ATTATG06 TAG6AAAACC 660 

TGGTTCTCCA TTCCTGAGAA GAATCGACCT TTAAAGGACA GAATTAATAT AGTTCTCAGT 720 

A6AGAACTCA AAGAAOCACC ACGAGGAGCT CATTTTGTTG CCAAAAGTTT OGATGATGCX: 780 

TTAAGACTTA TTGAACAACr GGAATTGGCA AGTAAAGTAG ACATGGTTTG GATAGTCGGA 840 

GGCAGTTCTG TTTACCAGGA AGCCATGAAT CAACCAGGCC ATCTCAGACT CTTTGTGACA 900 

AGGATCATGC AGGAATTTGA AAGTGACACG TTTTTCCCAG AAATTGATTT GGGGAAATAT 960 

AAACTTCTCC CAGAATACCC AGGCGTCCTC TCTGAGGTCC AGGAGGAAAA AGGCATCAAG 1020 

TATAAGTTTG AAGTCTACGA GAAGAAAGGT CGACGGATCC CGCCTGAACT CACCCXTGACG 1080 

TCTGTCGAGA AGTTTCTGAT CGAAAAGTTC GACAGCGTCT CCGACCTQAT GCAGCTCTCQ 1140 

GAGGGCGAA6 AATCTC6TGC TTTCAGCTTC GAT6TAGGAG 06CGT6GATA T6TCCT6CGG 1200 

GTAAATAGCT GCX3CCGATG6 TTTCTACAAA GAax::GTa!AlX3 TTTATCGGCA CTTTGCATC6 1260 

GCCGCGCTCC CGATTCCGGA AGTGCTTGAC ATTGGGGAAT TCAGCGA6AG CCTGACXTTAT 1320 

T6CATCTCCC GCCOTGCACA GQGTGTCACG TTGCAAGACC TGCCTGAAAC CGAACFGCCC 1380 

GCTGTTCTGC AQOCGGTCGC GGAGGCCATG GATGCGATCG CTGGGGCCGA TCTTAQCCAG 1440 

ACGAGCGGGT TGGGCCCATT CGGACCGCAA GGAATCGGTC AATACACCAC ATGGCGTOAT 1500 

TTCATAT6CG CGATTGCTGA TCCCCAtGTG TATCACTGGC AAACT6T6AT GGACGACACC 1560 

GTCAGTGCGT CCGTCGGGCA GGCTCTCGAT GAGCTGATGC TTTGC3GCOGA G6ACTGCCCC 1620 

GAAGTCCGGC ACCTCGTGCA CGCGGATTTC GGCTCCAACA ATGTCCTGAC GGACAATGGC 1680 

CGCATAACAG CGGTCATTGA CTGGAGCGAG GCX3ATGTTCG GGGATTCCCA ATACGAGGTC 1740 

GCCAACATCT TCTTCTGGAG GCCGTGGTTG GCTTGTATGG AGCAGCAGAC GCGCTACTTC 1800 

GAGCGGAGGC ATCCGGAGCT TGCAGGATCG CCGCGGCTCC GGGCGTATAT GCTCCXSCATT 1860 

GGTCTTGACC AACTCTATCA GAGCTTGGTT GACGGCAATT TCGATGATGC AGCTTGGGCG 1920 

CAGGGTCGAT GCGACGCAAT CX3TCCGATCC GGAGCCGGGA CTGTCGGGCG TACACAAATC 1980 

GCXrCXSCAGAA GCGCGGCX:GT CTGGACCX5AT G6CTGTGTAG AAGTACTCGC CGATAGTGGA 2040 

AACCGACGCC CCAGCACTCG TCCGAGGGCA AAGGAATAG 2079 

Fig. i6-H 
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(2) AlilGABBN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 2109 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

to STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOP0L06IE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genozn-ONA 



(3dL) SEQDENZBESCHREIBUN6: SEC 


} ID MO: 7: 






ACCATATTGC 


COTCTTTTGG 


CAATGTGAGG 


GCCCGGAAAC 


CTGGCCCTGT CTTCTTQACQ 


60 


AGCATTCCTA 


GGGGTCTTTC 


CCCTCTCGCC 


AAAGGAATGC 


AAGGTCTGTT GAATGTCGTG 


120 


AAGGAAGCAG 


TTCCTCTGGA 


AGCTTCOTGA 


AGACAAACAA 


CGTCTGTAGC GACXTCTTTGC 


180 


AGGCAGCX3GA 


ACCCCCCACC 


TGGCGACAGG 


TGCCTCTGCQ 


GCXTAAAAGCC ACGTGTATAA 


240 


GATACACCTG 


CAAAGGCGGC 


ACAACCCCAG 


TGCTACGTTG 


TGAGTTGGAT AGTTGTGGAA 


300 


ACAGTCAAAT 


GGCTCTCCTC 


AAGCGTATTC 


AACAAGGGGC 


TGAAGGATGC CCAGAAGGTA 


360 


CCCCATTGTA 


TGGGATCTGA 


TCTCGGGCCT 


CGGT6CACAT 


GCTTTACATG TGTTTAGTCG 


420 


AG6TTAAAAA 


ACGTCTAGGC 


CCCCCGAACC 


ACGGGGACGT 


GQTTTTCCTT TGAAAAACAC 


480 


GATAATACCA 


TGGTTCGACC 


ATTGAACTGC 


ATCGTCGCCG 


TGTCXXAAAA TATGGGGATT 


540 


GGCAAGAACG 


GACACCTACC 


CTGGCCTCXX3 


CTCAGGAACG 


AGTTCAAGTA CTTCCAAAGA 


600 


ATGACCACAA 


CCTCTTCAGT 


GGAAGGTAAA 


CAQAATCTGO 


TGATTATGGG TAGGAAAACC 


660 


TGGTTCTCCA 


TTCCTGAGAA 


GAATCGACCT 


TTAAAOGACA 


GAATCAATAT AGTTCTCAOT 


720 


AGA6AACTCA 


AAGAACCACC 


ACX5AGGAGCT 


CATTTTCPPG 


CCAAAAGTTT GGATGATGCC 


780 


TTAAGACTTA 


TTGAACAACC 


GGAATTGGCA 


AGTAAAGTAG 


ACATGGTTTG GATAGTCGGA 


840 


06CAGTTCTG 


TTTACCAGGA 


AGCCATGAAT 


CAACCAGGCC 


ATCTCAGACT CTTTGTGACA 


900 


AGOATCATGC 


AGGAATTTGA 


AAGTGACACG 


TTTTTCCCAG 


AAATTGATTT GGGGAAATAT 


960 


AAACTTCTCC 


CAGAATACCC 


AGGCGTCCTC 


TCTGACGTCC 


AGGAGGAAAA AGGCATCAAG 


1020 


TATAAGTTTG 


AAGTCTACGA 


GAAGAAAGGT 


CGATTACGTA 


CTGGAGGCGG GGGTGGAAAT 


1080 


CGACGGATCC 


CGCCTGAACT 


CACCGCGACG 


TCTGTCGAGA 


AGTTTCTGAT CGAAAAGTTC 


1140 


GACAGCGTCT 


CCGACCTGAT 


GCAOCTCTC6 


GAGGGCGAAO 


AATCTCGTQC TTTCAGCTTC 


1200 


GATGTA0C3AG 


GGCGTOGATA 


TGTCCTGCGG 


GTAAATAGCT 


GCGCCGATG6 TTTCTACAAA 


1260 


GATCGTTATG 


TTTATCGGCA 


CTTTGCATCG 


GCCGCGCTCC 


CGATTCC06A AGTGCTTGAC 


1320 


ATTGGGGAAT 


TCAGCGAGAG 


CCTGACCTAT 


TGCATCTCCX: 


GCCGTGCACA GOGTGTCACG 


1380 


TTGCAAGACC 


TGpCTGAAAC 


CGAACTGCCX: 


GCTGTTCTGC 


AGCCGGTCGC GGAGGCCATG 


1440 


GATGCGATCG 


CTGCXX5CCGA 


TCTTAGCCAG 


ACX3AGCGGGT 


TCGGCCCATT CGGACCGCAA 


1500 


GGAATCGGTC 


AATACACTAC 


ATGGCGTGAT 


TTCATATGCG 


CGATTGCTGA TCCCCATGTG 


1560 


TATCACTGGC 


AAACTGT6AT 


GGA06ACACC 


GTCAGTGCGT 


GCGTCGCGCA GGCTCTCGAT 


1620 
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GAGCTGATGC 


TTTGGGCCGA GGACTGCCCC GAAGTCCGGC ACCTCGTGCA CGCGGATTTC 


1680 


GGCTCCAACA 


AT6TCCTGAC GGACAAT66C CGCATAACAG CGGTCATTGA CTGGAGCGAG 


1740 


6COATGTTCG 


GGGATTCCCA ATACGAGGTC GCCAACATCT TCTTCTGGAG GCCX3TGGTT6 


1800 


GCTTGTATGG 


AGCAGCAGAC GOGCTACTTC GA0CGGAG6C ATCCGGAGCT T6CAGGATCG 


1860 


CCGCGGCTCC 


GGGCGTATAT GCTCCGCATT GGTCTTGACC AACTCTATCA GAGCTTGGTT 


1920 


GACGGCAATT 


TCGATGATGC AGCTTGGGCG CAGGGTCGAT GCGACCCAAT CGTCCXSATCC 


1980 


0GAGCCGG6A 


CTGTCGGGCG TACACAAATC GCCCGCAGAA GOGCGGCCGT CTGGACCGAT 


2040 


OGCTGT6TAG 


AAGTACTCGC CGATAGTGGA AACCGACGCC CXy^GCACTCG TCCGAGGXXA 


2100 


AAGGAATAG 




2109 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2109 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLCDGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Genom-DKA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 



ACCATATTGC 


CGTCTTTTGG 


CAATGTGAGG 


GCCC6GAAAC 


CTGGCCCTGT 


CTTCTTGACG 


60 


AGCATTCCTA 


GGGGTCTTTC 


CCCTCTCGCC 


AAAGGAATGC AAGGTCTGTT 


GAATGTOGTG 


120 


AAGGAAGCAG 


TTCCTCTGGA 


AGCTTCTTGA 


AGACAAACAA CQTCTGTAGC 


GACCCTTTGC 


180 


AGGCAGCGGA 


ACCCCCCACC 


TGGC6ACA0G 


TGCCTCTGCG GCCAAAAlGCC ACGTGTATAA 


240 


GATACACCTG 


CAAAGGCGGC 


ACAACCOCAG 


TGCCAOGTTO 


TGAGTTGGAT 


A6TTGTG6AA 


300 


AGAGTCAAAT 


GGCTCTCCTC 


AAGCGTATTC 


AACAAGGGGC TGAAOGATGC 


CX!A6AAGGTA 


360 


CCCCATTGTA 


TGGGATCTGA 


TCTGGGGCCT 


CGGTGCACAT GCTTTACATG 


TGTTTAGTCG 


420 


AOGTTAAAAA 


ACGTCTAGGC 


CCCCCGAACC 


ACGGGGAC6T 


GGTTTTCCTT 


TGAAAAACAC 


480 


GATAATACCA 


TGGTTCGACC 


ATTGAACTGC 


ATCGTCGCCG 


TGTCCCAAAA 


TATGGGGATT 


540 


OGCAAGAACG 


GAGACCTACC 


CT6GCCTCCG 


CTCAGGAACG 


AC?rTCAAGTA 


CTTCCAAAGA 


600 


ATGACCACAA 


CXrrCTTCAGT 


GGAAGGTAAA 


CAGAATCTGG 


TGATTATGGG 


TAG6AAAACC 


660 


TGGTTCTCCA 


TTCCTGAGAA 


GAATCGACCT 


TTAAAGGACA 


GAATTAATAT 


AGTTCPCAGT 


720 


AGAGAACTCA 


AAGAACCACC 


ACGAGGAGCT 


CATTTTCTTG 


CCAAAAGTTT 


GGATGATGCC 


780 


TTAAGACTTA 


TTGAACAACC 


GGAATTGGCA 


AGTAAAGTAG 


ACATGGTTTG 


GATAGTCGGA 


840 


GGCAGTTCTG 


TTTACCAGGA 


AGCCATGAAT 


CAACCAGGCC 


ATCTCAGACT 




900 


AGGATCATGC 


AGGAATTTGA 


AAGTGACACG 


TTTTTCCXyiG 


AAATTGATTT 


GGGGAAATAT 


960 


AAACTTCTCC 


CAGAATACXX: 


AGGCX3TCCTC 


TCT6AGGTCC AGGAGGAAAA AGGCATCAAG 


1020 



Fig. 16-J 
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TATAAGTTT6 


AAGTCTACGA 


GAAGAAAGGT 


CGACGGATCC 


CGCCTGAACT 


CACCGCGACG 


GACAGCGTCT 


CCGACCTGAT 


GCAGCTCTCG 


GATGTAGGAG 


GGCGTGGATA 


TGTCCTGCGG 


GATCGTTATG 


TTTATCGGCA 


CTTTGCATCG 


ATTGGGGAAT 


TCAGCGAGAG 


CCTGACCTAT 


TTGCAAGACC 


TGCCT6AAAC 


CGAACTQCCC 


GATGCGATCG 


CT6CGGOCGA 


TCTTAGCCAG 


GGAATCGGTC 


AATACACTAC 


ATGGCX3TGAT 


TATCACTGGC 


AAACTGTGAT 


GGACGACACC 


GAGCTGATGC 


TTTGGGCCGA 


GGACTGCCCC 


GGCTCCAACA 


AT6TCCTGAC 


GGACAATGGC 


GCGATGTTCX3 


GGGATTCCCA 


ATACGAGGTC 


GCTTGTATGG 


AGCAGCAGAC 


GCGCTACTTC 


CCGCGGCTCC 


GGGCGTATAT 


GCTCOGCATT 


GACGGCAATT 


TC6ATGATGC 


AGCPTGGGCG 


OGAGCCGGQA 


CTGTCGGGCG 


TACACAAATC 


GGCTGTGTAG 


AAGTACTCGC 


CGATAGTGGA 


AAGGAATAG 







CGATTTCCAC 
TCTGTCGAGA 
GAGGOCGAAG 
GTAAATAOCT 
GCCGCXXrPCC 
TGCATCTCCC 
GCTGTTCTGC 
AC6AG0606T 
TTCATATGCG 
GTCAGTGCGT 
GAAGTCCOGC 
CGCATAACAG 
GCCAACATCT 
GAGCGGAGGC 
G6TCTTGACC 
CAOGGTCGAT 
GOXGCAGAA 
AACCGACGCC 



AGTTTCTGAT 
AATCTCGTGC 
GCGCGGATGG 
CGATTCC6GA 
GCXX3TGCACA 
AGCCGGTCGC 
TCGGCCCATT 
CGATTQCTGA 
CCGT06CGCA 
ACCTC6T6CA 
CGGTCATTGA 
TCTTCTGGAG 
ATCCGGAGCT 
AACTCTATCA 
GCX»CGCAAT 
GCGCGGCCGT 
CCAGCACTCG 



AGTACGTAAT 
CGAAAAGTTC 
TTTCAGCTTC 
TTTCTACAAA 
AGTGCTTGAC 
GGGTGTCACX3 
GGAGGCCAT6 
CGGACCGCAA 
TCCCCATGTG 
GGCTCTCGAT 
CGCG6ATTTC 
CTGGAGCGAG 
GCCGTGGTTG 
TGCAGGATCG 
QAGCTTGGTT 
CGTCCGATCC 
CTGGACCGAT 
TCCGAGGGCA 



1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980. 

2040 

2100 

2109 



(2) ANGABBN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHBN: 

(A) lANGS: B1 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Genom-DNA 



<xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID MO: 9: 
TCGACCATGG ACAAGCTTAT CGATCCCGGG AATTCGGTAC CGTCGACCTG CAGGTGCACG 60 
GGCCCAGATC TGACTGACTG A 81 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEK: 

(A) LANGC: 81 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



Fig. 16-K 
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(ii) ART DBS HOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG : SBQ ID NO: 10: 
TCGATCAGTC AGTCAGATCT GGGCCCGTGC ACCTGCAGGT CGACGGTACC GAATTCCCGG 
GATCGATAAG CTTGTCCATG G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

<i) SEQUEKZKENNZEICHEN: 

(A) lXNGE: 79 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(O) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES HOLEKtJLS: Genom-DNA 



(xi) SBQCJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
GGCCTAGGGC.CCTAGGCCTA CTAGTACTAA GCTTCTGCAG GTCGACTCTA 6AG6ACCCCG 
GGGAATTCAA TCGATGGCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) iJlNGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KOLEKOlS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUN6: SEQ ID NO: 12: 
ACCCCCGGGG GTACCATATT GOCGTCTTTT GG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOXiOGlE: linear 

(ii) ART DES NOLEKOliS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
GGAATTCCCA TGGTATTATC GTGTTTTTC 



Fig. 16-L 
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(2) AN6ABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUEMZKENNZEICKEN: 

(A) L^GE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAMGFOKM: Binzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 



(Xi) SBQUEN2BESCHRBIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
G6AAGCTTGG CCAT66TTCG ACCATTGAAC T6C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SBQC7ENZKENNZEICHEH: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Ui) ART DBS MOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
GGTCAAGCTT TTCTTCTCGT AGACTTCAAA CTTATACT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) Ia^GE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
TCGATTACQT ACTGGAGGCG GGGGTGGAAA 



<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) Lj^GE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBkOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBBSCHRBIBDKG: SEQ ID NO: 17: 
TCGATTTCCA CCCCCGCCTC CAGTACGTAA 

Fig. 16-M 
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(2) ANGABEN ZU SBQ ID NO: 18: 

Ci) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORN: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES HOLBKOLS: Genom-DMA 



(xl) SEQUBNZBBSCHREIBUN6: SEQ ID NO: 18: 
6T0GATTACG TACTGGAOGC GOGGGTGGAA ATCGACGGAT CCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(1) SEQUENZKEMNZEICHEK: 

(A) L&NGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DBS MOLEKOlS: Genc»n-DNA 



(xi) SEQUENZBBSCHREXBUNG: SEQ ID NO: 19: 
GTCGATTTCC ACC0CXX3CCT CCA6TACGTA ATCGACGGAT COC 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngB: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 20: 
GGAAATATGG CTTCTACACA CATGTGTTCC GCCTGAA 



<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES NOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi> SEQUENZBESCHREIBUNG: SBQ ID NO: 21: 
TTCTTG CCAATCCCCA TATTTTGGGA CACGGCG 

Fig. 16-N 
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(2) AN6ABEN ZU SEQ ID KO: 22: 

(i> SEOCJENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGS: 81 Basenpaare 
(B| ART: Nucleotld 
(C) STRANGFORH: Binzelstrang 
(Dl TOPOLOGIES linear 

(ii) ART OES MOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBBSCKREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
TCGATGTTAA CTACX3TAGCT AGCGCGGCCG CCGTACGTCG COAGTCGACA ATATTGATAT 
CGGTACCGGT ACCACTAGTG T 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LSNOE: 79 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 
ID) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 
CGACACTAGT GGTACOOGTA (X3GATATCAA TATTGTC6AC TCGCX3AGGTA CGOCGGCOGC 
GCTAGCTACQ TAGTTAACA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZBICHEM: 

(A) L&NGE: 79 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBKULS: Genom-OMA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 
TCGAATCGAT TGAATTCCCC GGGGTCCTCT AGAGTCGACC TGCAGAAGCT TAGTACTAGT 
AOGCCTAGGG CCCTATCGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2S: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 30 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES HOLEKOLS: Genom-DNA 

Fig. 16-0 
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(xl) SEQUENZBE5CHREXBUNG: SEQ ZD NO: 25: 
TGTGAGCTGC CCCATGGTGG AGGCACTGGC 30 

(2) AN6ABEN ZU SEQ ID MO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) lAngE: 57 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAN6FX)RM: Einzelstrang 
(O) TOPOLOGIB: linear 

(11) ART DES MDLEKiiLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 
GTGGAAG6AG GCGACCATGG GCCCCCCACT GTCGCCCTCX3 CAGGCATCCT GCCGGTC 57 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZBICHEN: 

(A) lAngE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 
GCAGTCGCAG CTGAAGCTGC CX5AT 24 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

^ (1) SEQUENZKENNZBICHEN: 

} (A) lXNGE: 80 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES NOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 
TCGACCATGG AAGCTTATCG ATCCCGGGAA TTCGGTACCG TCGACCTTGC AGGT6CACG6 60 
GCCCAGATCT GACTGATCGA 80 



Fig. 16-P 



67 



EP 0 711 835 A1 




58 



EP0 711 835 A1 




59 



EP 0711 835 A1 




EUROPXISCHER RECHERCHENBERICHT *" 

EP 95 89 6202 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 






Kiiuuiiikniiii( des DofanMite nit Aigabt^ mwcit cHoftfcrfid^ 
dcroafliiklfcfamTcilt 




OLASSDnUTlON DCft 
ANMELDUN6 IfMtClS) 


X 
X 

D.X 

D.A 
A 


W0-A-9Q G1550 (ZYMOGEHETICS INC) 
22.Febn4ar 1990 

* Seite 14, Zeile 27 - Seite 15. Zeile 22 

* Seite 16, Zeile 3 - Seite 17, Zeile 18; 
Anspriiche 1-15 * 

EP-A-e 294 910 (GIST 8R0CADES NV) 
14.Dezeni)er 1988 

* das ganze Dokument * 

J. BIOL. CHEN.» 

Bd. 263. Nr. 13. 5,Mai 1988 AH. SOC. 

BIOCHEM. MOL. BIOL. , INC. .BALTIHORE.US. 

Seiten 6352-6362. 

R.J. KAUFMAN ET AL. •Synthesis. 

processing, and secretion of recoabinant 

human factor VII] expressed in mamnalian 

cells* 

* das ganze Dokunent * 

W0-A.94 24879 (BIOTRAMSPLANT. INC.) 
lO.Novenlber 1994 

* das ganze Dokunent * 

WO-A-94 05785 (BEIERSOORF AG ;BIOTECHN0L0G 
FORSCHUNG GMBH (DE); DIRKS WILHElii (DE) 
17-liarz 1994 

* das ganze Dokument * 

-/-- 


45-48, 
59-52 

45,49,53 
45,48 

1-54 
1-54 


C12N15/65 

C12M15/67 

C12N15/85 

C12N5/1G 

C12N9/64 

C12N9/74 

C07K14/765 

C97K14/755 

A61K38/37 

A61K38/43 


BECHESCHIERTS 
SAOIGElim (hLCU) 


C12N 
C97K 
A61K 


Do- voriieen* RrrhrrrtirnbcridK mirde fBr iDe Patuteiis|»«che mtdSt 


DEN HAA6 19.Febniar 1996 Hornig. H 


KATGGOBIEDERGENANN-II3M DOKUMENTE T : dcr Erftsdnic n^iuic liqemde Th<»rk» o4tr 
V ™i.^n„d. ft J . n. . E : ahem pattfttdotoaMt, dM Woeh cnt ■» Oder 

1 L:ai«»d^;cSa«2SSito« 



60 



EP 0711 835 A1 



J) 



Europiisches europaISCHER R£CH£RCHENB£RIC11T 



EP 95 89 6202 



EINSCHLAGIGE DOKUMENTE 



^ aowdc crfMrlidw 



ANMEUniNG (iaLCIjQ 



O.A 



Dcr 



BIOTECHNOLOGY, 

Bd. 12. Nr. 7, Juli 1994 NATURE PUBL, 
CO. .NEW YORK. US. 
Selten 694-698. 

Y. SUGIMOTO ET AL. 'Efficient expression 
of drug-selectable genes in retroviral 
vectors under control of an internal 
ribosome entry site' 
das ganze Dokument * 

VIO-A-93 03143 (ANDERSON. MORGAN. COUTURE) 
IS.Februar 1993 
das ganze Dokument * 

WO-A-92 68796 (INHUNEX CORPORATION) 29.Nai 
1992 

* das ganze Dokument * 

FASEB JOURNAL, 

Bd. 4. Nr. 5. MSrz 1990 

FASEB.BATHESDA.MD.US. 

Seiten 1581-1507, 

U.A. GERHANN ET AL. 'Retroviral transfer 
of a chimeric multidrug 
resistance-adenosine deaminase gene' 

* das ganze Dokument * 



1-54 



1-54 



1-54 



1-54 



SACHGEBIETE OBtCLII 



DEN HAA6 



19.Februar 1996 



Homig. H 



KAIEGOSK DER GENANNUM DOKUMENTE 
X : foa bcsoctecr Bcicotrag iBda boacbtet 

A: 
O: 



T ; 4cr E ifiD<M g xofpmAt Ik^dt Tbcocfaa odcr 
E : ihcns Ptsaaiakimmt, <as ie<och cm odi 
ttsdk tai A»ddfdatOT> wuflffcwrflcbt woida 
D : ti ter AnpMtoftg asgcfitbits Dokmacst 
L: am andoa Giflodca uscfiUntes Ddunocnt 



icf ^ddWM Patcstfiisil^ ObcniBstfanBcotcs 



61 



